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Resumen

I. RESUMEN

Antecedentes: Las lesiones de manchas blancas (WSL) representan el primer signo de
caries dental producto del desequilibrio de la desmineralizacién (des) - remineralizacion
(re). Los agentes fluorados son comtiinmente usados como tratamiento de WSL, sin embargo,
se hanintroducido otras terapias con tecnologias de nanoparticulas. Entre los productos que
usan complejos de calcio [Ca], fésforo [P] y fluor [F] encontramos Remin Pro®,
hidroxiapatita fluorada (HA+F); Mi Paste Plus™, fosfopéptido de caseina - fosfato de calcio
amorfo fluorado (CPP-ACPF); Clinpro™ Tooth Creme, fosfato tricalcico fluorado (f-TCP) y
Sensodyne® Repair&Protect, fosfosilicato de calcio y sodio fluorado (CSPS+F). Se cree que
esta combinacién de minerales es capaz de detener lesiones activas por medio de la acciéon
compleja de iones. La hipotesis de estudio fue que las pastas dentales basadas en calcio -

fosfato-flior son efectivas para el tratamiento de lesiones iniciales de caries.

Objetivo: El objetivo de esta serie de trabajos fue evaluar la efectividad de cuatro pastas
dentales a base de calcio-fosfato-flior en la remineralizacion de lesiones iniciales de caries
observadas en la microdureza y morfologia (Estudio 1), el perfil mineral-ultraestructural

(Estudio 2), la regresion y descalcificacion (Estudio 3).
Material y Métodos:

Estudio 1. Disefio: Experimental in vitro. Etica: Aprobacién del CE Hospital San Carlos (CI
17/203-E). Muestra de estudio: 104 especimenes (e) de esmalte. Cdlculo tamaiio muestral: Si.
Criterio de exclusion: 250 < Microdureza inicial < 365. Randomizacién: Aleatoria simple.
Grupos de estudio: Experimentales G1 (HA+F), G2 (CPP-ACPF), G3 (f-TCP), G4 (CSPS+F)
[n=21 e/g]. Controles G5 (Control+) y G6 (Control-) [n=10 e/g]. Instrumentacién:
Especimenes en bloques acrilicos (4 e/b) expuestos en solucién des (pH 4.4x5 dias). Ciclo de
pH (des-re) e incubacién (37°C) por 30 dias. Intervencion: G1-4. Tres usos diarios de pasta
dental (0.1ml) con (i) Aplicaciéon topica (4'x15 dias) y (ii) Cepillado eléctrico (1'x15 dias); en
un ciclo de pH (3h des, 2h re, 3h des). G5. Solo ciclo pH (6h re, pH 7.0; 18h H20 desionizada).
G6. Solo ciclo de pH (2h des; 22h H20 desionizada). Mediciones: Microdureza (X de 3
indentaciones, 100 g, 5'"") usando técnica Vickers (VHN; Future-Tech, FM-700, Japan) y
morfologia de esmalte (n=4 e/g; Scores de Ferreira) observadas a 1000x usando la

microscopia de electronica de barrido (SEM; Jeol model JSM-820), sin técnica de oro.
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Cegamento y calibracion: Si, del examinador de mediciones. Variables: (a) Microdureza: VHN,
reconversion (%SMHR), cambio (%SMHC). (b) Morfologia: scores SEM. Observaciones: Inicio,

post-des, 15 dias y 30 dias post-remineralizacion.

Estudio 2. Disefio: Experimental in vitro. Etica: Aprobacién del CE Hospital San Carlos (CI
17/203-E). Muestra de estudio: 240 especimenes de esmalte. Cdlculo tamano muestral: Si.
Randomizacién: Bietapica (i) Dientes: grupos de estudio y (ii) Superficies: tiempos de
observacidon. Grupos de estudio: HA+F, CPP-ACPF, f-TCP, CSPS+F (n=15 e/g).
Instrumentacion: Especimenes (3x3mm) expuestos en soluciéon des (pH 4.4; 5 dias). Ciclo de
pH (3h des, 2h re, 3h des) e incubacién (H20 desionizada, 16h; 37°C) por 30 dias.
Intervencién: Tres usos diarios de pasta dental (0.1ml) con (i) Aplicacién tépica (4'x15 dias)
y (ii) Cepillado eléctrico (1'x15 dias). Mediciones: Perfil mineral de [Ca-P-F] (%Peso; X de 3
mediciones) usando espectroscopia de energia dispersiva (EDS; Oxford Link Isis Inca) y la
ultraestructura de esmalte (Scores Gupta) observadas a 5000x usando microscopia de
electronica de barrido (SEM; Jeol model JSM-820), con técnica de oro. Cegamento y
calibracion: Si, del examinador de mediciones. Variables: (a) Perfil mineral: %Peso (%W) y
ganancia mineral (GM). (b) Perfil ultraestructural: scores SEM. Observaciones: Inicio, post-

des, 15 dias y 30 dias post-remineralizacion.

Estudio 3. Disefio: Ensayo clinico controlado. Etica: Aprobacién del CE Hospital San Carlos
(CI 18/014-E) y de consentimientos informados. Muestra de estudio: 52 nifos. Criterio de
inclusién: nifios de 6-7 afios con al menos una WSL (Indicador Gorelick “descalcificaciéon”: 1
- 3), en dientes anteriores permanentes. Cdlculo tamafio muestral: Si. Randomizacion:
Aleatoria simple. Grupos de estudio: HA+F (n=10), CPP-ACPF (n=10), f-TCP (n=10), CSPS+F
(n=11), Control con pasta fluorada convencional 1100 ppm F- (n=11). Intervencién: Dos usos
diarios de pasta dental administradas alas 7hy 11h, 5 dias/semana, durante 3 semanas. Tres
fases de aplicacion: (i) Primera semana: Cepillado manual (3') + topica en cubetas (4') por 5
dias; (ii) Segunda semana: Solo cepillado manual (3") y (iii) Tercera semana: Solo cepillado
eléctrico (3"). Mediciones: Areas y regresién de WSL observadas en fotografias dentales
usando Software Image-Pro v10. Descalcificacion con indice Gorelick (ID) usando examen
clinico visual. Cegamento: Doble ciego, examinador-participantes. Calibracién: Si, del
examinador de mediciones. Variables: (a) Regresion de lesion: areas de WSL (%WSL) y
regresion de WSL (ARW). (b) Descalcificacion: scores ID. Observaciones: Inicio y 3 semanas

post-remineralizacion.
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Resultados:

Estudio 1. Todos los dentifricos aumentaron significativamente los valores de VHN de las
muestras después de 30 dias de aplicacion. Los tratamientos con HA+F y CSPS+F también
fueron significativamente efectivos a los 15 dias. Se observo un valor significativamente
mayor de %SMHR y %SMHC con HA+F, f-TCP y CSPS+F en la primera remineralizacion y
CPP-ACPF en la segunda remineralizacién en comparacion con los grupos controles. Las
imagenes SEM revelaron que todos los grupos fueron capaces de reparar la morfologia de

las superficies.

Estudio 2. Todos los dentifricos recuperaron significativamente el contenido de las
muestras después de 15 dias de aplicacion, con excepciéon de HA+F que recuperé el
contenido de calcio a los 30 dias de tratamiento. La ganancia mineral fue positiva y no se
mostré diferente entre grupos. Las imagenes SEM revelaron que todos los grupos fueron
capaces de reducir la permeabilidad del esmalte después de la desmineralizacion formando

un revestimiento mineral.

Estudio 3. Los grupos experimentales mostraron una disminucién significativa post-
tratamiento de WSL, valores mas altos de ARW y disminucién de la severidad del ID, en
comparacion con el grupo control. La disminucién ID se asoci6 significativamente a HA+F,
CPP-ACPF y f-TCP (OR<.23) a diferencia del grupo de control (OR>4.9). Aunque el
tratamiento con CSPS+F fue mas efectivo que el grupo control en disminuir el ID (OR=.56 vs

OR=2.1), no fue estadisticamente diferente.

Conclusiones: Tras el analisis de los tres estudios, puede concluirse que las pastas dentales
basadas en calcio-fosfato-flior se presentan efectivos para el tratamiento de lesiones

iniciales de caries.

PALABRAS CLAVE: CPP-ACP, fosfato tricalcico, fosfosilicato de calcio y sodio, hidroxiapatita,

lesiones de mancha blanca, microdureza, SEM, remineralizacion.
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II. INTRODUCCION
1. Lesiones iniciales de caries

La caries dental se forma a través de una interaccién compleja a lo largo del tiempo entre las
bacterias productoras de acido y los carbohidratos fermentables, y muchos factores del

huésped, incluidos los dientes y la saliva (Selwitz et al., 2007).

La biopelicula dental es un factor esencial en la etiologia de la caries dental. Asimismo, los
factores de virulencia claves para la formacién de lesiones de caries dental son la absorcion
de hidratos de carbono, la generaciéon de acidos y la tolerancia de pH baja para el proceso de

formacion de caries (Moye etal, 2014).

Un disturbio por mayor consumo de carbohidratos fermentables genera la produccién de
acidos. Inicialmente, especies no mutans crean a un ritmo lento un ambiente acid ogénico

ideal que terminaria por inhibir a las especies acido tolerables (Mclean et al., 2012).

La disminucién critica de los niveles de pH (< 5.5) potencia a los 4cidos del medio a disolver
la hidroxiapatita del esmalte dental, no obstante, la variacién del pH es dindmica y en el

proceso pueden intervenir la combinacién de otros iones (Yu et al,, 2017).

La acidificacion del medio bucal genera cambios en la expresion del fenotipo y genotipo de
la microbiota oral. Como resultado ocurre un desbalance continuo de las estructuras

minerales y organicas, y posterior disolucién detectable como lesiéon (Marsh, 2004).

La disolucion quimica del esmalte se caracteriza por su desintegracion molecular. Es
localizada y progresiva, por lo que si no se detiene su avance natural, afecta a todos los

tejidos dentarios y provoca una lesion irreversible (Kidd & Fejerskov, 2013).

La saliva dirige su capacidad tampén para mantener el pH a niveles no criticos. Esto se
explica por su alto contenido en bicarbonatos, quienes intentan restablecer el equilibrio del

medio evitando la disolucién de hidroxiapatita (Shimazaki et al., 2017).

Los componentes inorganicos de la saliva, sobretodo iones calcio y fosfato, coadyuvan a
neutralizar los acidos. La accidn del calcio se considera 20 veces mas potente para inhibir la

disolucion de la hidroxiapatita en comparacién a los fosfatos (Shellis et al., 2004).
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Los factores de caries actian como una cascada de eventos. Un pH bajo por aumento del
consumo de carbohidratos, provoca la pérdida neta de minerales. En tanto, las bacterias

acidogénicas y aciduricas desarrollan la lesion (Aas et al., 2008).

Este rol no es exclusivo de los Streptococcus, ya que en ausencia de estas bacterias otros
microorganismos S. no mutansy Actinomyces pueden iniciar la caries. Un espesor de placa

de 1000 pm es comparado al de una situacion de higiene oral deficiente (Yu etal,, 2017).

La lesion inicial de caries o mancha blanca es una porosidad del esmalte subsuperficial
producto de periodos de desmineralizacion. Se observa clinicamente como una opacidad

“blanca lechosa” un poco mds suave al esmalte sano (Paula et al,, 2017).

WSL se caracterizan por pérdida del mineral superficial pero con conservacién de la capa
envolvente. Es decir, son areas de descalcificacion local del esmalte sin formaciéon de
cavidades. Clinicamente se observan clinicamente como una mancha blanca opaca. El area

es un poco mas suave que el esmalte de sonido circundante (Sundararaj et al,, 2015).

A nivel estructural, la red de nano-cristales de la lesion inicial de esmalte tiene menor dureza
y mayor porosidad. La primera disolucion de la superficie ocurre en el plano central también

conocido como linea oscura central o linea de Dark (Kakei et al,, 2009).

Lalinea centralde Darkes un espaciode 1a 1.5 nm muy susceptible a defectos estructurales.
Tiene una elevada concentracion de calcio que forma un interfaz en la hidroxiapatita y el

fosfato octocdlcico débil de energia y suave de dureza (Gasga et al., 2008).

En una lesion inicial de caries, se observan la capa superficial y el cuerpo de la lesién como
areas de desmineralizacion. La capa superficial envuelve al cuerpo de la lesion. Ambas son

observadas ante lesiones iniciales y/o pH 4.5 en periodos cortos (De Medeiros et al,, 2012).

En la primera etapa de desmineralizacidn, la capa superficial de WSL se conserva casi intacta
con un grosor de 20-100 um y es la Unica con propiedades 6pticas de birrefringencia

negativa. También resulta mas porosay con mayor pérdida mineral de 5% (ten Cate, 2008).

En una segunda etapa de desmineralizacidn, la capa subsuperficial de WSL se encuentra en
la zona mas profunda de esmalte. Es poroso pero atin conserva minerales que cubren el

cuerpo de la lesion. Esta tltima con una pérdida mineral de 18-50% (Ilie et al, 2014).

10
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2. Terapia preventiva convencional

El Seminario de la Academia Europea de Pediatras realizado en Bruselas en 2015,
recomienda que las terapias no invasivas son eficaces en la prevencidon de caries y el
tratamiento de lesiones con microcavitacion. Algunas terapias son con agua fluorada, pasta

dental fluorada, barniz de flior y material restaurador no invasivo de fosas y fisuras

(Kiihnisch et al,, 2016).

Si bien las terapias no invasivas pueden ser eficaces para detener el avance de la lesién no
cavitada, es posible que el éxito dependa, en gran medida, de los cambios de comportamiento

del habito de cepillado de los pacientes (van Loveren et al,, 2016).

Medidas no invasivas o minimamente invasivas podrian ayudar también a remineralizar
lesiones de caries cavitadas, por tanto, evitaria un tratamiento restaurador temprano

(Rechmann etal,, 2016). Cabe destacar las siguientes terapias preventivas de caries:

a) Agentes fluorados

Son agentes remineralizantes y antimicrobianos tradicionales por excelencia. Son
usados como terapia preventiva y de tratamiento de lesiones iniciales de caries. Busca
inhibir la desmineralizaciéon al disminuir el valor del pH critico. Su adhesion a los
cristales de hidroxiapatita aumenta el contenido mineral del mismo,

consecuentemente, lo hace menos soluble al proceso de caries (Mei et al., 2016).

Existen agentes fluorados sistémicos y topicos a diferentes concentraciones. La via
sistémica considera la incorporacién de flaor en el agua, sal (250 mg/kg) y leche (2.5-
5 mg/kg). También pueden estar contenidos en suplementos como comprimidos (0,25

mg/dia), chicles y gotas (Iheozor-Ejiofor et al,, 2015).

Existe controversia sobre la fluoracidn artificial de aguas. Para el consenso europeo,
este medio es efectivo en la reduccién de caries a nivel comunitario. Los programas de
incorporacion artificial de flior en aguas se aplican considerando el comportamiento

de la poblacién hacia el uso de pastas dentales (Ran et al,, 2016).

El flior en leche y sal aunque con evidencia limitada pueden reducir la caries. En nifios

preescolares, la leche fluorada es efectiva; sin embargo, la sal no lo es tanto debido al

11
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consumo limitado recomendado en estos grupos (Fabruccini et al,, 2016).

Los suplementos fluorados se asocian a una reduccién de caries en denticion
permanente, sin embargo, no hay evidencia suficiente de su aplicacién en denticiéon

decidua. Su uso esta mas enfocado a nifios con alto riesgo de caries dental y en

condiciones de deficiencia de flior en agua potable (Takahashi et al., 2017).

El agente fluorado de autoaplicacion mas usado esla pasta dental fluorada. Otro de uso
complementario que puede incorporar fluor es el colutorio (NaF del 0.05 - 0.2%).
También estan los de aplicacion profesional como los geles (fluor fosfato acidulado al

1.23% o NaF al 2%) y barnices.

Una revision reciente sobre pastas fluoradas confirma su eficacia en la prevenciéon de
caries de nifios (Wright et al, 2014). En cuanto a estudios sobre colutorios fluorados
en nifios y adolescentes, han mostrado gran reduccién de placa cariogénica en dientes

permanentes (Marinho et al,, 2016).

La revision de estudios sobre la accion del gel flior muestra gran efecto inhibidor de
caries, no obstante, la evidencia fue de calidad moderada sobre denticién permanente
y de calidad limitada sobre denticién decidua. Si bien hay poca evidencia sobre su

riesgo de toxicidad, no se recomienda a nifios menoresde 6 afios (Marinho etal,, 2015).

Considerando la evidencia cientifica sobre los barnices de fluoruro, estos representan
una importante terapia preventiva de caries. Son recomendados como adyuvantes al
tratamiento de lesiones de manchas blancas activas tanto en denticién decidua como

en permanente (Lenzi et al,, 2016).

Una revision sistematica reciente sefiala que el uso de barnices de flior sobre un
tiempo de seis semanas puede ser efectiva para prevenir la formaciéon de WSL. No

obstante, es una terapia de uso profesional menos accesible al uso de pastas dentales
(Benson etal,, 2013).

Terapias antimicrobianas alternativas

Losagentes antimicrobianos tienen propiedades bioadhesivas protectoras para inhibir

la formacién de biopelicula y su uso esta relacionado a pacientes con alto riesgo de

12
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caries dental. Estos productos suelen estar incorporados a otros compuestos como
pastas dentales, geles, barnicesy colutorios. Entre los agentes empleados encontramos
la arginina, el xilito], la clorhexidina, la yodo povidona, los probiéticos, el triclosan y los
extractos de hierbas naturales. Al ser productos relativamente recientes en
comparacion a compuestos anti-caries tradicionales, no hay informacién suficiente que

demuestre sus beneficios en la salud oral (Twetman & Dhar, 2015).

La evidencia sobre arginina es limitada, pero su combinacion con calcio y flor sugiere
un mayor potencial anti-caries en comparacién con compuestos que solo contienen
fldor (Lietal, 2015). Una revision sobre la literatura del producto sustenta que no hay
pruebas suficientes que respalden su efecto preventivo de caries para que sea incluido

en pastas dentales (Richards, 2017).

La evidencia sobre xilitol en pastas fluoradas tampoco es concluyente. Los ensayos
clinicos para examinar su efectividad en la incidencia de caries en nifios han mostrado

una pequefia reduccién probar su eficacia a reduccién de caries tras su aplicacion

(Marghalani et al,, 2017).

Las revisiones sobre clorhexidina en barniz o gel, yodo povidona y probidticos
mostraron un efecto positivo en la prevencién de caries. Sin embargo, no hallaron
pruebas suficientes de su efecto sostenible sobre la colonizacién microbiana
cariogénica en niflos (Li & Tanner, 2015). Otra revision hall6 que el barniz de triclosan
al 0.3% redujo el desarrollo de caries en dientes temporales, pero la evidencia tuvo un

alto riesgo de sesgo (Wang etal,, 2017).

Lashierbas naturaleshan sido estudiadas paraver su efecto sobre biopelicula oral. Una
revision ha evaluado diferentes extractos obtenidos de las plantas como Vitis vinifera,
Pinus spp., Coffea canephora, Camellia sinensis, Vaccinium macrocarpon, Galla chinensis,
Caesalpinia ferrea Martius, Psidium cattleianum, especies de Brasil y miel de Manuka.
En general, los resultados fueron positivos en cuanto a la tasa de eliminacién de

multiples especies de biopelicula oral cariogénica (Karygianni et al., 2016).

En general, los agentes antimicrobianos fluorados y terapias alternativas generan
reducciones temporales en los niveles de colonizacién de Streptococcus mutans, no

obstante, las revisiones no hallan pruebas suficientes para indicar que los compuestos
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logren reducir o prevenir la caries temprana.

3. Nanotecnologia aplicada a productos remineralizantes

Las pastas dentales son la forma de administracion de flior mas simple, accesible al
consumidor e universalmente aceptada (Twetman & Dhar, 2015). El desarrollo de la
nanotecnologia ha permitido modificar los dentifricos con la incorporacién de sales tipo
fosfatos de calcio para que sean mas eficaces en la remineralizacién. Estos representan un
grupo de agentes anticaries usados en el cuidado de la salud oral que pueden considerarse
biomiméticos debido al hecho de que la fase mineral de los dientes, especialmente esmalte,
se compone del mismo compuesto quimico basico. El calcio y fosfato actuarian rellenando
los microporos, formando nucleos cristalinos y atrayendo nuevos iones procedentes de la
saliva oral. Ademas de remineralizar, podrian tener caracteristicas antiadherentes para el
control del biofilm (Meyer et al, 2018). La familia de fosfatos de calcio contiene muchos

compuestos diferentes, tales como:

- CPP-ACP: fosfopéptido de caseina - fosfato de calcio amorfo (Recaldent®)
- CSPS: fosfosilicato de calcio y sodio (NovaMin®)
- TCP: fosfato tricalcico

- Hidroxiapatita

Historia

En 1920, Albee utilizé el primer material de TCP como sustituto de injertos 6seos en conejos
hallando su osteoconduccién. En 1971, Monroe creé un método para obtener un compuesto
a base de TCP y fluorapatita. No fue hasta 1975 que TCP se usé como aplicaciéon dental en
perros,posteriormente, diferentes estudios han evaluado su fase beta fosfato tricacalcico (-
TCP). Este biomaterial ha tenido un uso extensivo para cubrir defectos periodontales,

fijacion en implantes, como barrera apical y apexificacion (Al-Sanabani et al,, 2013)

En 1946, se estudio por primera vez el efecto de la leche sobre la incidencia y extension de
caries dental en ratas. Especificamente, se evalud la caseina, una fosfoproteina de la leche
que representa el 80% del total de proteina. Cuando la concentracién de caseina en la dieta
fue aumentada de 24% a 50%, generd una reduccién de caries (Schweigert & Shaw, 1946).

Luego, diversos estudios desarrollaron experimentos en laboratorios con animales sobre
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productos lacteos (leche, queso, caseina) para evaluar su efecto anticaries. Desde 1950, se

reconoce la importancia fisiolégica de la caseina (Schupbach et al., 1996).

En 1960, Aaron Posner realiz6 una mezcla de compuestos y obtuvo por accidente fosfato de
calcio amorfo (ACP) (Boskey, 1997). Eanes en 1965, identific6 ACP en hueso humano. ACP
fue patentado por la ADA (American Dental Association) en 1991, junto a otros como
fluorfosfato calcico y fosfato calcico carbonatado. Fue utilizada en la remineralizacidn,
exposicion radicular y sensibilidad dental basada en la entrega de iones calcio y fosfato por
separado y el reforzamiento con fldor o carbonatos sobre la estructura de cristales de

hidroxiapatita (Eanes, 1998).

En 1969, la Universidad de Florida presenté el primer vidrio bioactivo bioglass 45S5 con
base de CSPSy su efecto sobre la unién del hueso. En 1971, se dio la primera publicacién al
respecto y en 1981 se evalud su biocompatiblidad y no toxicidad. Fue aplicado clinicamente
como producto médico en 1985. Tras sucesivas evaluaciones de osteconduccion en injertos

6seos periodontales — CSPS como material bioactivo dental - fue patentado por Novamin

Technology Inc. y la Universidad de Maryland en 1998 (Hench & Jones, 2015).

En 1995, el compuesto CPP obtenido de la caseina de la leche fue estudiado por primera vez
El estudio consideré que estabilizaba al fosfato cdlcico formando un compuesto complejo
denominado CPP-ACP. El compuesto produjo una reduccién de hasta 55% la actividad de
caries en molares de ratas previamente inoculadas con Streptococcus sobrinus. El efecto fue

mayor a mas concentracion o bajo la accion sinérgica con flior (Reynolds, 1998).

CPP-ACP fue patentado por la Universidad de Melbourne y la empresa productora de leche
Dairy Industry Authority Victoriano en Australia en la marca registrada Recaldent. En 1999,
se aceptdé como producto seguro por la FDA (Food and Drug Administration). El permiso
inclufa su incorporaciéon a gomas de mascar hasta un 5% del peso total (Trident White,
Cadbury Adams EE.UU,, Parsippany, NJ.). También se aprob6 su uso como abrasivo en pastas

profilacticas, sensibilidad dental y dentifricos (Reynolds et al,, 1995).

En 2004, Novamin obtuvo la aprobacién de la FDA en el tratamiento de hipersensibilidad y
tras ello se incorporaron a dentifricos. Tai et al,, en 2006, presento el primer estudio de este
compuesto como vidrio bioactivo y su evaluacion se enfoc6é en remineralizar y tratar la

hipersensibilidad sustentada en su accién de particulas <90 pm. Esta accion fue a nivel de
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obstruccion de tibulos dentinarios para reducir la irritacion pulpar y reforzar la estructura

dentinaria con cristales de hidroxiapatita estables (Hench & Jones, 2015).

En 2009, TCP fue patentado como compuesto a base de 3-TCP. Fue estudiado por Karlinsey
como dentifricos junto al lauril sulfato sédico y el fluoruro de sodio. Se formulé para ser
estable y con capacidad de liberacién de calcio y fosfato al medio salival. Su estudio se baso

en la remineralizacién dental e hipersensibilidad (Cochrane etal,, 2010).

En 2009, se realizé un estudio que demostré que las particulas de nano-hidroxiapatita se
depositaban regularmente en las superficies desmineralizad as de esmalte bovino, formando
asi nuevas capas superficiales. El potencial remineralizador fue calculado en base a una
concentracion del 10% de nano-hidroxiapatita (Huang et al,, 2009). Los estudios en 2011
realizados en esmaltes humanos y en 2014 con pacientes concluyeron que el efecto
remineralizador de nano-HA promovieron la remineralizacién mediante un recubrimiento

protector biomimético (Najibfard et al.,, 2011; Lelli et al,, 2014).

Caracteristicas y mecanismos

HA

La hidroxiapatita tiene como formula [Cas(P0O4)3(OH)]. Es un elemento mineral que forma
parte principal de los tejidos duros como los dientes y huesos. Su uso puede conducir a la
formacion 6sea debido a su potencial de osteoconduccion. Asimismo, presenta una excelente
biocompatibilidad con los tejidos duros, sin propiedades citotéxicas. Su uso se extiende a
cirugias maxilofaciales, defectos 6seos y revestimientos de protesis ortopédicas, asi como

para el revestimiento con peliculas en los implantes dentales (Elkassas & Arafa, 2017).

Recientemente, las hidroxiapatitas han sido introducidas en pastas remineralizantes, junto
al fluoruro y xilitol. Son recomendados para el tratamiento de hipersensibilidad dentinaria.
Sumecanismo se basaenel sellado de tibulos dentinarios y elrelleno de esmalte erosionado.
Los creadores asumen que actdan previniendo la desmineralizaciéon y remineralizando de

las areas subsuperficiales de la lesion de esmalte (Kamath et al,, 2013).

CPP-ACP

CPP tiene una secuencia cluster [-Ser (P)-Ser (P)-Ser (P)-Glu-GluSu]. Sus residuos fosfoseril
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interactian con ACP [Cax(PO4)y'nH20] formando un compuesto bioactivo CPP-ACP que a
diferencia de ACP solo, es mas estable gracias a péptidos y fosfatasas que mantienen unido
sus complejos. Comparte las propiedades como: biodisponibilidad (calcio, fosfato y un par
ionico neutral), osteoconductividad, biocompatibilidad (biopelicula, mucina y bacterias), no
citotoxicidad y solubilidad. CPP-ACP puede ser adicionado con flior (CPP-ACPF) paraayudar
a mantener altas concentraciones de sus particulas promoviendo la remineralizacion

(Farooq et al, 2013).

El CPP-ACP se mantiene estable gracias a fosfopétidos de caseina que estabilizan sus
complejos CPP y ACP. Pero ante un pH critico, la carga negativa del medio hace que los
complejos se disocien liberando compuestos de calcio y fosfato que sobresaturan la saliva.
Esto ayuda a mejorar la amortiguacién y la inhibicién bacteriana. CPP-ACP una vez en
contacto con la superficie dental, interactia con iones hidrégeno para formar calcio,
hidrégeno y fosfato. La gradiente mas alta externa hace que se intercambien los iones de
CPP-ACP conlos la superficie dafiada. Asi ingresan calcio-fosfato, se retiran los acidos, y se
produce la recristalizacion de hidroxiapatita. Por un lado, su efecto bioactivo permite inhibir
la desmineralizacién, y por otro, promueve la remineralizacién de la lesion subsuperficial

del esmalte dental (Farooq etal,, 2013).

B-TCP

Es un compuesto denominado fosfato beta-tricalcico (3-TCP) y su féormula es [3-Ca3(PO4)2.
Representa un tipo de fosfato calcico al igual que la hidroxiapatita. Aunque la hidroxiapatita
tiene buena osteoconduccion, no es facilmente reabsorbido. El TCP en cambio tiene buena
conduccién, especificamente el tipo beta, ademas de su capacidad para interactuar con el
lauril sulfato de sodio. Esta unién tiene potencial en la remineralizacién de lesiones

subsuperficiales y la neutralizacion del pH salival (Karlinsey et al., 2010).

TCP es un compuesto biocompatible y bioactivo que puede aparecer en la fase de transicion
de la conversionala hidroxiapatita. Tiene defectos ensu red cristalina pudiendo atraer otros
compuestos como fosfatos (Kamitakahara etal., 2008).]Junto al lauril sulfato de sodio forman
un complejo abrasivo funcional. Remineraliza las lesiones de caries al entregar iones calcio
y fosfato al esmalte. Asimismo, 3-TCP ha sido funcionalizado con fldor para potenciar su

accion remineralizadora (f-TCP) (Cochrane etal,, 2010).
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CSPS

Es un vidrio de fosfosilicato de calcio y sodio amorfo [CaNaOePsi]. Contiene 45% de SiO2,
24.5% de Naz20, 24.5% de CaO y 6% de P20s. Este compuesto ante un medio acuoso sufre
reacciones que forman hidroxiapatita y apatitas hidrocarbonadas. Es altamente bioactivo en
huesosy tejidos blandos, ademas de compartir similitud con los tejidos duros de la cavidad
oraly corporal. CSPS en adicion al flior (CSPS+F), genera fluorapatitas que son acidos mas

resistentes (Ali et al,, 2014).

Cuando CSPS coincide con un medio acido de la cavidad oral, reacciona produciendo
compuestos insolubles (sodio, calcio y fosfato). Los iones fosfatos liberados del esmalte y el
CSPS forman sales inorganicas de fosfato calcico (bushita) que se transportan a la superficie
dental formando una capa interactiva con capacidad de obliteracién de tibulos dentinales.
Esto desensibiliza la dentina y en el proceso se forman también compuestos de silanol de la
union de la silice del CSPS e iones hidroxilo del medio acido. Estos ultimos al ser retirados,
dejan los cristales de brushita insolubles que luego son convertidos en cristales de

hidroxiapatita (Nganga et al.,, 2012).

4. Pastas dentales formuladas con calcio, fosfato y flior como tratamiento

El manejo de la lesion cariosa no cavitada de forma no invasiva es un objetivo de la
odontologia moderna. La mayoria de las lesiones de caries tempranas necesitan tratamiento
no invasivo. En este contexto, la preservacion dental es la piedra angular de la odontologia
preventiva. El uso diario de pastas dentales fluoradas se considera la razén principal de la
disminucién generaldela caries en todo el mundo. El fluoruro esla base en el proceso contra
la desmineralizacion, sin embargo, su capacidad para promover la remineralizacidon neta es

limitada (Carvalho, 2014; Pitts et al., 2017; Tickotsky et al., 2017).

La nanotecnologia ha abierto nuevas vias de investigacién para potenciar la odontologia
preventiva. Los nuevos materiales biomiméticos con propiedades anticaries prometen
disminuir la biopelicula e inhibir la desmineralizacién, lo que facilitaria el proceso de
remineralizacion al incorporar particulas en las areas de lesién hasta obtener minerales
como hidroxiapatita o similares. Se sugiere que una accién conjunta de calcio, fosfato y
fluoruro, puedan combatir la desmineralizacién (Denis et al, 2013; Clarkson y Exterkate,

2015; Chandna etal,, 2016).

18



Introduccion

Sobre si el reforzamiento con flior a los agentes biomiméticos podria reducir la
biodisponibilidad del flior también encontramos opiniones contrarias. Algunos consideran
que esta combinacién podria reducir la biodisponibilidad del fluoruro en su forma iénica.
Esto debido a que su aplicacién crearia una reaccién entre sus componentes derivando en
compuestos insolubles como fluoruro de calcio o fluoruropatita, lo que puede afectar

negativamente en eficacia clinica (Huang et al, 2009; Martinez-Mier et al,, 2018).

La mayoria de estudios sobre agentes remineralizantes sobre calcio y fosfato han seguido un
modelo in vitro que usualmente ha incluido andlisis morfolégico de esmalte mediante de
imagenes con microscopia de electronica de barrido (SEM), pruebas de dureza de Vickers
(VHN) o Knoop y mediciones de componentes minerales con espectrémetro de energia
dispersiva (EDS). Todos los estudios sobre dichos agentes analizados en una reciente
revision sistematica, mostraron un efecto remineralizador en superficies de esmalte visto

con aumento de dureza y formacion de dep6sitos minerales (Taha et al., 2017).

Los resultados de estudios in vitro previos han demostrado que la aplicaciéon de pastas
dentales a base de CPP-ACPF - comercialmente disponible como MI Paste Plus - sugieren
evidencia de remineralizacién de lesiones de caries de esmalte evaluadas a través de la
microdureza dental (De Souza et al, 2014; Oliveira et al, 2016; Soares et al, 2017) y el
contenido mineral (Sathe etal, 2014; Poggio et al, 2016; Brar et al, 2017; Leila et al,, 2017;
Soares etal,, 2017). Otros estudios realizados en pacientes han demostrado la capacidad de
CPP-ACPF para disminuir las areas de WSL (Llena et al,, 2015; Yazicioglu et al,, 2017), sin
embargo, también hubieron otras investigaciones que no pudieron demostrar un beneficio

concluyente (Rechmann et al., 2018).

La evidencia de la eficacia del f-TCP - disponible comercialmente como Clinpro (3M ESPE) -
sugiere su poder remineralizador en términos de microdureza (Balakrishnan et al,, 2013;
Elkassas & Arafa, 2014) y de caracteristicas minerales (Patil et al, 2013; Brar et al,, 2017).
Su efecto se basa principalmente en la mejora de la capacidad natural de la saliva para

remineralizar la pérdida de minerales. Clinicamente, hay evidencia de la ganancia mineral

de WSL (Karlinsey & Pfarrer, 2012; Vanichvatana & Auychai, 2013).

La reciente revision sistematica analiz6 el potencial de la hidroxiapatita desde una

perspectiva de salud oral. Se menciona que dicho componente tiene una accion sinérgica
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para el tratamiento de caries, sin embargo, el autor sugiere profundizar con estudios in vivo

para simular mejor la complejidad del medio oral (Enax & Epple, 2018).

Recientemente, se han introducido nuevos productos dentifricos con las marcas Remin Pro
y Sensodyne Repair&Protect, como agentes de remineralizacion. Remin Pro contiene
hidroxiapatita potenciada con fluor (HA+F) y xilitol. Los estudios demuestran que Remin Pro
puede mejorar la microdureza (Salehzadeh etal, 2015; Heshmatetal, 2016) y los elementos

minerales de las superficies de esmalte (Kamath et al, 2017; Jena et al.,, 2017).

La evidencia sobre la crema dental a base de CSPS+F de la marca Sensodyne Repair &Protect
- caracterizada por contener Novamin y fllior — se basa en el depdsito de hidroxicarbonato
de apatito, un elemento similar a la apatita biolégica del diente, que busca mejorar la
remineralizacion del esmalte por medio de la microdureza (Turssi et al,, 2011; Narayana et
al, 2014; Palaniswamy etal, 2016) y depdsito mineral (Lombardini et al,, 2014; Poggio et
al, 2014; Mockdeci et al., 2017).

No muchos ensayos clinicos sobre las marcas Remin Pro y Sensodyne Repair&Protect han
investigado la eficacia sobrelaregresién de WSL (Hoffman etal.,, 2015; Ebrahimi etal,, 2017;
Heravi et al, 2018). La evidencia general de los beneficios de los vidrios bioactivos y la
nanohidroxiapatita requieren de mas estudios para confirmar su potencial remineralizador
segun refieren tres revisiones sistematicas (Raphael & Blinkhorn, 2015; Elkassas y Arafa,
2017; Tahaetal, 2017). Ain mas sabiendo que los nifios son mas susceptibles a la formacion
de WSL, hay pocos estudios clinicos hasta la fecha que comparen estos métodos preventivos

no invasivos en niios pequenos.

En general, existen productos de higiene oral a base de fosfato de calcio solo o combinado
con fldor. No obstante, seria importante saber si esta combinacién no reduciria la
biodisponibilidad del fluoruro iénico en la saliva debido a la formacién de compuestos

insolubles, tales como fluoruro de calcio o fluoroapatita (van Loveren et al,, 2016).
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IIL. JUSTIFICACION

La caries dental sigue siendo una de las enfermedades orales mas prevalentes que afectan la
salud humana y esta relacionada con el estilo de vida, factores socioecondmicos y genéticos,
asicomo conlas caracteristicas del entorno oral. WSL denota el primer signo clinico de caries
dental. Este proceso dinamico de desmineralizacién y remineralizacion, afecta la superficie
del esmalte y el subsuelo sin convertirse en cavitacion. Manejar la lesion cariosa no cavitada
de forma no invasiva es un objetivo de la odontologia moderna. En ese contexto, la

preservacion dental es la piedra angular en un contexto preventivo.

Si bien existen numerosos agentes remineralizantes, las pastas dentales son mas accesibles
al manejo de autocuidado de las personas. Aunque los dentifricos fluorados se consideran la
principal causa de disminucién de caries, podrian tener limitaciones en su biodisponibilidad
para promover una remineralizacion neta. El aporte de la nanotecnologia hacia dentifricos
con mejores propiedades anticaries, podria facilitar el proceso de remineralizacién. Esto
surgira en la medida que los dentifricos sean capaces de incorporar particulas para combatir

el ataque acido y a su vez rellenar areas de lesion.

La accién conjunta del calcio y fosfato reforzado con fldor se sugiere beneficioso para
superar las propiedades remineralizantes de las pastas dentales convencionales. La
literatura de dicha formulacién se halla limitada en cuanto a comparaciones multiples.
Asimismo, hay pocos estudios clinicos hasta la fecha que comparen estos métodos
preventivos no invasivos en nifios pequenos. En general, la evidencia de los beneficios de
estos agentes anticaries biomiméticos requieren mas estudios para confirmar la efectividad

remineralizadora segun refieren tres revisiones sistematicas.

La limitacion en la informacién disponible sobre la eficacia de las pastas dentales
compuestas a base de calcio, fosfato y flior sobre la remineralizacion de lesiones tempranas
de esmalte, justifican el interés de este trabajo. Por un lado, se pretende evaluar el poder
remineralizador de cuatro pastas dentales sobre la microdureza y la morfologia de lesiones
in vitro de caries dental, por otro, evaluar el mismo efecto remineralizador sobre las
caracteristicas minerales en contenido y ultramorfologia. Finalmente, conocer clinicamente
su poder de regresion sobre WSL luego de manejar un protocolo de cepillado y

administracion tépica en nifios.
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IV. HIPOTESIS

La hipotesis general del estudio fue que las pastas dentales a base de fosfato de calcio y
flaor se presentan efectivas parareparar las propiedades fisicas, quimicas y de estructurade
lesionesiniciales de caries de esmalte, en comparacién con otros medios coadyuvantes como

saliva y pastas fluoradas convencionales.
De manera concreta, se plantean las siguientes hipodtesis especificas:
Hipotesis especificas

1. Las pastas dentales formuladas con calcio, fosfato y flior son mas eficaces en
incrementar la microdureza y reparar la morfologia de lesiones artificiales de caries

de esmalte en comparacién con la saliva artificial.

2. Todas las pastas dentales tienen un efecto protector comparable en el aumento de la
concentracién de minerales y la formacién de estructuras minerales en superficies de

esmaltes inducidas a desmineralizacidn.

3. Las pastas dentales con calcio, fosfato y flior son mas efectivos en revertir lesiones
de manchas blancas en comparacion con pastas fluoradas convencionales, a las tres
semanas de terapia combinada con cepillado manual-eléctrico y aplicacion tépica en

cubetas.
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V. OBJETIVO

Objetivo general

Estudiar la efectividad de pastas dentales a base de calcio, fosfato y flior en la
remineralizacion de lesiones iniciales de caries de esmalte en términos de microdureza,

morfologia, perfil mineral-ultraestructural, regresion y descalcificacion.

Objetivos especificos

1. Evaluar el potencial remineralizador de cuatro pastas dentales formuladas con calcio,
fosfato y fldor, sobre la microdureza y morfologia de lesiones artificiales de caries de

esmalte, en comparacion a la saliva artificial (Estudio 1).

2. Comparar el efecto remineralizador de cuatro pastas dentales formuladas con calcio,
fosfato y flior sobre el contenido y deposicion de minerales en las estructuras de

superficies de esmalte sometidas a desmineralizacién (Estudio 2).

3. Determinar en nifios de seis y siete afos, si los dentifricos conteniendo
calcio-fosfato—-flior son superiores a la pasta fluorada convencional, en la

remineralizacion de manchas blancas, a las tres semanas de terapia (Estudio 3).
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VI. MATERIALES Y METODOS
ETICA

El estudio fue aprobado por la Comisién Etica del Hospital Clinico San Carlos con registro CI
17/203-E para los estudios 1 y 2 (anexo 1) y con registro CI 18/014-E para el estudio 3
(Anexo 2). Los estudios estuvieron acordes con la Declaracién de Helsinki. Para el estudio 3,
se obtuvieron los permisos de la Direccion del colegio y los documentos de consentimiento
informado del padre / tutor(a) de cada nifio / después de una breve explicacién de los

beneficios previstos y los riesgos potenciales del protocolo del estudio (anexo 3 y 4).
1. ESTUDIO 1

Efecto remineralizador de cuatro diferentes pastas dentales a base calcio, fosfato y fliior

sobre lesiones artificiales de caries dental: Un andlisis de microdureza y morfologia.
1.1. Tamaiio muestral

En base a los resultados preliminares de tres muestras de cada grupo, se requirié un
tamafio de muestra de 21 por grupo para detectar una diferencia minima del porcentaje
de cambio de VHN superficial (% SMHC) entre tratamientos (P1 inferior = 29%) y saliva

artificial (P2 = 2 %) a un nivel de significancia de 5% y una potencia de 0.8.

1.2. Muestra

Fueron recolectadas 104 muestras de esmalte a partir de 26 premolares extraidos, libres

de caries y sin algun tipo de grieta. Los dientes estaban limpios de restos de tejidos

blandos y almacenados en formalina al 10% (5 ml por diente, pH =7.0).

1.3. Preparacion de especimenes

Las superficies bucales se pulieron usando micromotor, pieza de mano contra-angulo y
cepillo de pulido. Se prepararon cuatro muestras de esmalte por cada diente con
dimensiones de aproximadamente 3x3 mm utilizando un disco de diamante (Pianotti,
Italia; 22x0.6 mm; cambio cada seis dientes). Las muestras se montaron en resina acrilica

autocurable (22x18x8 mm) con la superficie bucal hacia arriba (cuatro muestras por
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bloque). Las superficies libres dentales se pulieron individualmente utilizando papeles
abrasivos (grano 2000, 3000 y 4000, 10 s por cada muestra / grano) para producir
superficies planas de esmalte. Todas las otras superficies, con excepcion de la bucal, se

pintaron con esmalte de unas resistente a los acidos.

1.4. Evaluacion de la microdureza

Se midié inicialmente VHN de todas las muestras (BASE). La media de tres valores se

consideré como el valor de la muestra, uno en el centro y los otros dos a distancias de 100
mm (carga de 100 g, 5 s; Future-Tech, FM-700, Japon) (Elkassas & Arafa, 2014). Solo se

incluyeron las muestras que cumplian los criterios de 250 < VHN base < 365.

1.5. Exploracion de la morfologia

Para la observacion morfoldgica se utiliz6 SEM a 1000x (Elkassas & Arafa, 2014; Poggio
et al, 2014; Oliveira et al, 2016). Un bloque de muestras por cada grupo se montd
rigidamente en dos portaobjetos de vidrio con la ayuda de cinta adhesiva de carbono.
Fueron luego secados al vacio por un tiempo de 48 horas a temperatura ambiente. En los
pasos siguientes, las muestras fueron sujetadas en un trozo de metal con adhesivo. La

muestra se evalué de forma cualitativa mediante SEM (Jeol modelo JSM-820) a 20 kV.

1.6. Formacion de lesiones

Cada bloque fue sumergido en ocho ml de solucién desmineralizante durante cinco dias
[CaClz 2.0 mM, KH2PO4 2.2 mM, acido acético 0.05, pH ajustado a 4.4 con KOH 1 M;
LabKem, Dublin] y en solucién remineralizante durante 1 dia [CaClz 1.5 mM, NaH2P04 0.9
mM, pH ajustado a 7.0 con KCL 0.15 M; LabKem, Dublin], de acuerdo a las formulaciones
de Elkassas & Arafa (2014) y Soares et al. (2017). Los bloques se mantuvieron en un
recipiente de plastico individual a 37 ° C (Incubig-TFT, S P Selecta®) sin agitacion. Se uso6
un pH digital para verificar el pH durante y después de la preparacion de la solucion
(Crison, micropH 2001, Espafia). Las soluciones fueron reemplazadas diariamente.

Después de la desmineralizacion, los valores de VHN se volvieron a evaluar (DEMI).

1.7. Grupos experimentales

Las muestras se dividieron aleatoriamente en seis grupos de tratamiento:
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- Grupo de control negativo (n=10): lesion artificial

- Grupo de control positivo (n=10): saliva artificial

- Grupo HA+F (n=21): Remin Pro (VOCO, Alemania; Lote N °: 1630003)

- Grupo CPP-ACPF (n=21): Mi Paste Plus (GC, Japén; Lote N ° 160808A)

- Grupo f-TCP (n=21): Clinpro Tooth Creme (3M ESPE, USA; Lote N ° 60021)

- Grupo CSPS+F (n=21): Sensodyne Repair&Protect (GSK, UK; Lote N° 62062KWA)

1.8. Ciclo de pH

Los controles negativos y positivos siguieron inmersos en soluciones desmineralizantes
y remineralizantes, 2 h y 6 h, respectivamente. Después de ello, se mantuvieron en agua

desionizada durante la noche. Otros grupos se sometieron a un ciclo de pH de 30 dias. Los

bloques se lavaron en agua desionizada entre cada paso (5 s). El ciclo de pH consistié en:

- Primer tratamiento con pastas dentales (4 min)

- Primer tratamiento con solucién desmineralizante (3 h)

- Segundo tratamiento con pastas dentales (4 min)

- Tratamiento con solucién remineralizante (2 h)

- Segundo tratamiento con soluciéon desmineralizante (3 h)

- Tercer tratamiento con pastas dentales (4 min)

1.9. Aplicacion de pastas dentales

En el primer ciclo, las pastas se aplicaron con un micro cepillo por cuatro minutos y tres
vecesal dia durante los primeros 15 dias consecutivos (0,1 ml por muestra). En el segundo
ciclo, la pasta dental se aplicd con un cepillo de dientes eléctrico (Oral-B Advance Power)
a5 600 golpes por minuto durante un minuto, tres veces al dia, durante 15 dias. Después
de la remineralizacion, Los valores de VHN se volvieron a medir luego de la primera y

segunda remineralizacion (REMI 15 y REMI 30, respectivamente).

1.10. Indicadores de resultados

Se realizé un andlisis cuantitativo de los cambios de VHN. Los valores positivos indicaron

la regresion de la lesidbn, mientras que valores negativos fueron indicativos de

desmineralizacion (Lippert, 2017). Las formulas para cada espécimen fueron:

26



Material y métodos

- Porcentaje de superficie de cambio de VHN (%SMHC)
%SMHC = [100 x (VHN remi (15:30) — VHN demi/VHN demi)]

- Porcentaje de superficie de recuperacion de VHN (%SMHR)
%SMHR = [100 x (VHN demi — VHN remi/VHN demi — VHN base)]

Para el andlisis cualitativo, un examinador ciego y calibrado evalu6 la morfologia de las

superficies de esmalte de acuerdo a los siguientes criterios de Ferreira etal. (2011):

- (0) Esmalte con una morfologia superficial lisa.
- (1) Esmalte con ligeras irregularidades.
- (2) Esmalte con irregularidades moderadas.

- (3) Esmalte con irregularidades acentuadas.

El disefio experimental del estudio 1 se resume en la Figura 1.

| Preparacion de especimenes de 3x3mm extraidos de 26 premolares: 4 esmaltes por diente |

v
| Montaje de especimenes en bloques de resina acrilica autocurable: 4 esmaltes por bloque |
v
| Pulido secuencial con papeles abrasivos: granos 2000, 3000 and 4000; 10 s cada muestra |
v
| Medicion de VHN: media de 3 indentaciones: 1 centro; 2 a 100 mm; carga 100 g; 5 s |
| Primera seleccion de muestras: VHN base entre 250 a 365 (n=104) |
| SEM base: 4 scores, examinador ciego (n=24) |
v
Lesions artificiales de caries con solution desmineralizadora: pH 4..4, 5 dias, 8 ml por bloque
v
| VHN (n=104) y SEM (n=24) post-demineralizacion |
v
| Distribucion aleatoria en 6 grupos experimentales: (n=VHN/SEM) |
[
v ¥
(-) Control: (+) Control: HA+F CPP-ACPF: ] +TCP: CSPS+F:
Lesion artificial Saliva artificial Remin Pro Mi Paste Plus Clinpro Tooth Sensodyne
(n=10/4) (n=10/4) (n=21/4) (n=21/4) Créme Repair&Protect
(n=21/4) (n=21/4)
[ J
v ' v
Solucion DES Solucion RE (6h) | Primera remineralizacion: aplicacion topica (0.1 ml) por 4 min, 3 veces diarias, 15 dias
(2h) + H,O +H,0 ¥
desionizada desionizada
(resto de tiempo) (resto de tiempo) | Ciclo pH: DES (3h), RE (2h), DES (3h) y H,O desionizada (toda la noche)
v v

| Primera remineralizacion: Re-mediciones de VHN (n=104) y SEM (n=24)

.

Segunda remineralizacion: cepillado eléctrico por 1 min, 3 veces diarias, 15 dias

v

| Segunda remineralizacion: Re-mediciones de VHN (n=104) y SEM (n=24) y calculo de VHN, AVHN, %SMHR, %SMHC v SEM scores.
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2. ESTUDIO 2

Andlisis SEM-EDS del efecto remineralizador de cuatro pastas dentales formuladas con
calcio, fosfato y fliior sobre el contenido y deposicién de minerales en esmaltes sometidos a

desmineralizacion.
2.1. Tamaiio muestral

El tamafio muestral se calculd a partir de tres muestras por cada grupo para detectar el
cambio minimo del peso del mineral desde la fase de desmineralizaciéon y de la primera
remineralizacién. Se calculé 15 muestras por grupo a partir de las diferencias del

contenido mineral de f6sforo (62 =.22;d = .42) a un nivel de significancia del 5% y una

potencia de 0.8.
2.2. Muestra

La muestra total fue de 240 superficies de esmalte extraidas a partir de 60 premolares,

libres de caries y previamente acondicionados igual que el estudio 1.
2.3. Preparacion de especimenes

Se prepararon cuatro muestras de esmalte por cada diente con dimensiones de
aproximadamente 3x3 mm utilizando un disco de diamante. Todas las superficies,
excepto la bucal, fueron pintadas con esmalte de ufias resistente alos acidos. Las muestras

se guardaron en un recipiente de plastico individual con agua desionizada.
2.4. Aleatorizacion

Los dientes se dividieron al azar en cuatro grupos de pasta de dientes (15 dientes por
grupo). Cada superficie del diente se dividi6 aleatoriamente en cuatro tiempos de

observacion: basal (BASE), post-desmineralizacion (DEMI), primera remineralizacion
(REMI 15) y segunda remineralizacion (REMI 30).

2.5. Experimento

Las muestras se dividieron aleatoriamente en cuatro grupos de 15 muestras cada grupo

/ tiempo de observacidn segtn el tratamiento empleado:
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- Grupo HA+F: Remin Pro (VOCO, Alemania; Lote N °: 1630004)

- Grupo CPP-ACPF: Mi Paste Plus (GC, Japdn; Lote N °© 160901B)

- Grupo f-TCP: Clinpro Tooth Créeme (3M ESPE, USA; lote N °© 60021)

- Grupo CSPS+F: Sensodyne Repair&Protect (GSK, UK; Lote N ° 61812KWC)

La creacién de lesiones artificiales de caries dental, el ciclo de pH y el tratamiento con

pastas dentales fueron realizadas con la misma técnica descrita en el estudio 1.

2.6. Evaluacion SEM-EDS

La técnica SEM-EDS fue utilizada siguiendo la técnica descrita en el estudio 1, aunque con
técnica de revestimiento enoroa5000x (Poggio etal, 2016; Braretal, 2017). Lamuestra
se evalu6 cuantitativamente para calcular el perfil de los minerales (calcio, fosforo y fldor)
y de forma cualitativa las estructuras de las superficies de esmaltes. El analisis se realizd
en lalinea base (BASE), luego de la desmineralizacion (DEMI) y luego de 15 dias y 30 dias
de tratamiento remineralizador con pastas dentales (REMI 15 y REMI 30,

respectivamente).

2.7. Indicadores de resultados

Para el andlisis cuantitativo, se estimé los porcentajes en peso (%W) del calcio [Ca],

fésforo [P] y fltor [F]. La ganancia de minerales se calculd de la siguiente manera:

- Ganancia mineral (GM)

(GM) = [100 x (EDS demi — EDS remi (15:30) /EDS demi — EDS base)]

Los valores positivos indicaron regresion de la lesion, mientras que valores negativos

indicaron desmineralizacion.

Para el andlisis cualitativo, un examinador ciego y calibrado, evalu6 la estructura de las

superficies de esmaltes de acuerdo a los siguientes criterios de Gupta et al. (1998):

- (0) Agujeros prismaticos profundos con apariencia tipica de panal de abejas y/o
uno o varios agujeros focales.
- (1) Depositos de tamano variable, granulares, similares a particulas finas con

distribucion desigual.
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- (2) Reduccién en la profundidad de los agujeros, con ligera deposicion de
minerales dentro de los nucleos del prisma de esmalte. Apariencia de panal de
abejas todavia presente.

- (3) Fosas de prismas visibles con deposiciéon parcial de minerales en los nucleos.
Apariencia de panal no visible.

- (4) Depositos de precipitado amorfo dispersados irregularmente sobre la
superficies o particulas globulares depositadas uniformemente sobre la
superficies de esmaltes.

- (5) Superficie lisa homogénea y lisa con sombras prismaticas ligeramente

discernibles.

El disefio experimental del estudio se resume en la Figura 2.

Recoleccién de muestras: 60 premolars extraidos, libres de caries

v

Primera aleatorizacidn en grupos de pastas dentales: 15 dientes por grupo

|
v A 4

HA+F: CPP-ACPF: fTCP: CSPS+F:
Remin Pro Mi Paste Plus Clinpro Tooth Sensodyne

Creme Repair&Protect

| |
v

Pulido y preparacion de especimenes de 3x3mm: 4 esmaltes por diente
v
Segunda aleatorizacion: Superfices de cada diente por cada tiempo de observacion
v
EDS base del contenido mineral: peso % del Ca, P y F (media de 3 valores)
v
SEM base de la morfologia: 5 scores, examinador ciego
v
Primera remineralizacidn: aplicacién tépica (0.1 ml), 4 min, 3 veces diarias, 15 dias
v
Ciclo de pH: DES (3h), RE (2h), DES (3h) y H,O desionizada (toda la noche)
v
Re-mediciones de EDS-SEM post-primera remineralizaciéon: EDSremi1, SEMremi1

v

Segunda remineralizacion: cepillado eléctrico por 1 min, 3 veces diarias, 15 dias

v

Re-mediciones EDSremi2, SEMremi2: Calculo de la ganancia mineral
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3. ESTUDIO 3

Eficacia de cuatro dentifricos a base de calcio-fosfato-fliior en la regresion de lesiones de

manchas blancas en nifios: Un ensayo clinico randomizado.

3.1. Diseiio de estudio

Fue un ensayo clinico de cinco grupos paralelos, doble ciego, aleatorizado y controlado.

3.2. Participantes

Los participantes fueron 52 nifios de seis y siete afios seleccionados de un centro escolar
en Cusco - Perd. Como criterios de inclusidn, los participantes presentaban al menos una
WSL, desde una descalcificacion leve hasta una superficial (Indicador Gorelick: 1 - 3), en
las superficies bucales de dientes anteriores permanentes superiores o inferiores. Nifios
con alergia a la proteina de la leche y/o con dientes con hipoplasia de esmalte, caries

dentinaria, restauracion o cavidad; fueron excluidos del estudio (Ebrahimi et al,, 2017).

3.3. Tamaino muestral

Se calcul6 una muestra de 50 participantes en base a la comparacion de grupos para el
cambio medio del indice de descalcificacion (ID) de manchas blancas, mostrando una
disminucién de 1.0 unidad, una desviacién estandar de 0.89, un nivel de significancia de
5% y una potencia de 0.8 de acuerdo con un estudio previo (Hoffman et al, 2015).

Considerando una pérdida esperada de seguimiento del 10%, el tamafio de la muestra

aument6 a 55. Los participantes que interrumpieron el estudio no fueron reemplazados.

3.4. Reclutamiento

De 256 participantes evaluados, se excluyeron 204 participantes; 201 porque no tenian
al menos una lesion de mancha blanca, dos por ausencia en los dias de las intervenciones

y uno por falta de cooperacion. Cincuenta y dos nifios culminaron el estudio.

3.5. Aleatorizacion y cegamiento

Los participantes se asignaron aleatoriamente a uno de los cinco grupos experimentales.

El muestreo al azar se realiz6 mediante una tabla de nimeros aleatorios generada por
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computadora. Los tubos de pastas dentales fueron cubiertos con etiquetas cegadoras. Un
examinador, que no particip6 en las mediciones, dispenso el contenido de los dentifricos

segunla asignacidn aleatoria. Tanto los participantes como el examinador fueron cegados.

3.6. Grupos experimentales

Los participantes se distribuyeron en cinco grupos de tratamiento de pasta de dientes:

- Grupo control positivo (n=11): solo pasta dental fluorada (1100 ppm F-).

- Grupo HA+F (n=10): Remin Pro. Hidroxiapatita + fluoruro (1450 ppm F-) y Xilitol

- Grupo CPP-ACPF (n=10): Mi Paste Plus. Fosfopéptido de caseina - Fosfato de calcio
amorfo (Recaldent) + 0.20% p/p de fluoruro de sodio (900 ppm F-).

- Grupo f-TCP (n=10): Clinpro Tooth Creme. Fosfato tricalcico + 0,21% p / p de
fluoruro sédico (950 ppm F-)

- Grupo CSPS+F (n=11): Sensodyne Repair&Protect. Fosfosilicato sédico de calcio
(Novamin) + 0.31% w/w de fluoruro sédico (1450 ppm F-).

3.7. Protocolo de tratamiento

Los nifios recibieron asesoramiento sobre higiene oral antes del experimento. En el lapso
de tres semanas, la intervencion se aplic6 por 15 dias a lo largo de tres semanas (cinco
dias por semana). Las pastas dentales se aplicaron dos veces por dia segin la guia
profesional, durante la primera hora escolar (7-8 h) y después del desayuno escolar (10-

11 h). La aplicacién de dentifricos se realiz6 de la siguiente manera:

- a) Primera semana: cepillado manual + aplicacién tépica.
- b) Segunda semana: solo cepillado manual.

- ¢) Tercera semana: solo cepillado eléctrico.

Para el cepillado dental manual o eléctrico, se utilizé una cantidad de pasta de fluoruro
similar al tamafio de una lenteja, con una duracién de tres minutos bajo la supervisién de
un examinador. Para la administraciéon topica, se aplico pasta dental usando cubetas de
doble arcada con aproximadamente un gramo por arco y con una duracién de cuatro
minutos. Los participantes recibieron instrucciones de evitar comer, beber y enjuagarse

la boca durante los 30 minutos posteriores a la terapia remineralizadora.
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3.8. Evaluacion de resultados

Los pacientes fueron evaluados en la enfermeria tépica del centro escolar al inicio del
estudio (TO0) y un dia después de finalizar la terapia (T1). Los resultados fueron cualquier
diferencia del area de WSL y los scores de descalcificacion. Para documentar las
mediciones, las superficies dentales anteriores se fotografiaron con una camara digital
(Sony Alpha DSLR 390), tomadas aocho centimetros de distancia del lente del dispositivo.

Todas las imagenes de WSL se guardaron como archivos de datos TIFF.
3.9. Tamaino WSL

Se realiz6 un analisis cuantificado asistido por computadora para determinar el area de
WSL (Bock et al, 2017a). Las imagenes intraorales se transportaron a un software de
analisis de imagenes (Image-Pro v10) siendo ajustadas en cuanto a brillo y contraste.
Luego, los bordes del diente y WSL se calcularon manualmente y el software los midié en
tamafio de pixel. Si un diente tenia mas de una WSL, se calcul6 el area acumulada de todos
los WSL. El tamafno de WSL se calcul6 como el area en relaciéon a la superficie total
(%WSL). Los valores medios de %WSL se calcularon para cada participante y se
consideraron en unidades para el analisis estadistico. Laregresion de WSL (ARW) fue la
diferencia en % WSL de TO a T1:

- Regresién de WSL (ARW) = [100 x (%WSL (T1) — WSL (T0)/WSL (T0))]

Para evaluar la calibracidn, se realizaron 10 mediciones de WSL%, realizadas dos veces

por el mismo examinador en un intervalo de tiempo de una semana entre observaciones.

3.10. Indice de descalcificacién

Los dientes se limpiaron antes de determinar el examen visual. Se usaron los criterios

propuestos por Gorelick et al. (1982):

- (0) ninguna formaciéon de WSL.

- (1) WSL visible sin interrupcién superficial (descalcificacion leve).

- (2) WSL visible con superficie rugosa pero que no requiere restauraciéon
(descalcificacion moderada).

- (3) WSLvisible coninterrupcién superficial, sin cavitacion (descalcificacion severa).
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El cambio del ID (ADI) se calcul6 sobre la base de una disminucién / no cambio /

incremento de los puntajes de descalcificacion del tratamiento medido entre el final e

inicio del estudio.

El diagrama de flujo del estudio (CONSORT) se resume en la Figura 3.

Examen oral

Seleccion inicial (n = 256)

@]
E Excluidos:
w = No cumplien criterios de inclusion (n = 201)
< ;
- Reclutamiento (n = 55)
@ Consentimiento informado e instrucciones de hygiene oral
Examen oral del 1D y %WSL (T0) (n = 55)
Asignacion aleatoria de grupos (n = 55)
8
g v v v v
0] Control: HA+F: CPP-ACPF: F-TCP: CSPS+F:
0} Dentrificos con flior Remin Pro Mi Paste Plus Clinpro Tooth Sensodyne
< (n=11) (n=11) (n=11) Créme Repair&Protect
(n=11) (n=11)
Protocolo de tratamiento: Semana 1. Cepillado manual x 3 min+ aplicacion topica x 4 min por 5 dias; Semana 2. Solo
g cepillado manual x 2 veces x 3 min x 5 dias; Semana 3. Cepillado eléctrico x 2 veces x 3 min x 5 dias.
I I I I I
g Pérdidos de Pérdida de Pérdida de Pérdida de Pérdida de
L seguimiento: seguimiento: seguimiento: seguimiento: seguimiento:
@ (n=0) = [ntervencion = Discontinued = No co-operativo (n=0)
discontinuada intervention (n=1)
(n=1) (n=1)
- I ! ! ! I
@ Analisis (T1) Analisis (T1) Analisis (T1) Analisis (T1) Andlisis (T1)
ID, %WSL, ARW ID, %WSL, ARW ID, %WSL, ARW ID, %WSL, ARW ID, %WSL, ARW
n=11 n=10 n=10 n=10 n=11

METODOS ESTADISTICOS

El andlisis de los datos se llevé a cabo utilizando el software SPSS 23.0 (SPSS Inc., Chicago,

IL, USA.). Un p<.05 se considerd estadisticamente significativo para toda la evaluacion. Se

calcularon las medias y desviaciones estdndar para las variables cuantitativas (VHN,

%SMHR, %SMHC, %W, %WSL). Luego, la mediana y el rango intercuartilico para las

variables cualitativas (GM, ID).
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Para le estudio 1, el acuerdo intra e inter examinador de los scores SEM segun Ferreira se
calcularon usando la prueba Kappa de Cohen (K>.85). Después la verificacion de los
supuestos de normalidad (VHN, % SMHR y % SMHC), se aplic6 la prueba de ANOVA one-way
para la evaluacién de datos, seguido de los test Post-hoc de Bonferroni en caso de que
hubiera homogeneidad de varianzas y de Tamhane cuando los datos no alcanzaron la
homogeneidad. Para la comparacion de dos grupos se utilizo la prueba T pareada en caso de

homogeneidad de varianzas y prueba de Wilcoxon en caso de no homogeneidad.

En el estudio 2, el acuerdo intra e inter examinador de los scores SEM segin Gupta se
calcularon usando la prueba Kappa de Cohen (K=.85). Se aplic6 la prueba de ANOVA one-
way y luego los test de Bonferroni y Tamhane. El andlisis no paramétrico se analizé con la
prueba de Kruskal-Wallis con analisis Post-hoc para miultiples comparaciones y con la

prueba U de Mann-Whitney para dos muestras independientes.

En el estudio 3, se calcularon el coeficiente kappa para los scores ID (K=.83) y el coeficiente
de correlacion intraclase para el %WSL (ICC=0,93). El analisis intergrupos del %WSL y ARW
fue analizado con la prueba de ANOVA one-way y el test Bonferroni. El ID se analizé con la
prueba de Kruskal-Wallis. Todos los andlisis intragrupos del cambio de %WSL e ID se
realizaron con la prueba T de muestras pareadas. Las diferencias de ADI entre los grupos

experimentales y control se analizaron el test de Chi cuadrado y las razones de Odd.
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VII. RESULTADOS

Estudio 1. Efectoremineralizador de cuatro diferentes pastas dentales a base de calcio, fosfato

y flilor sobre lesiones artificiales de caries dental: Un andlisis de microdureza y morfologia.
1. Microdureza (VHN)

Latabla 1 mostré que VHN de todos los grupos disminuyeron significativamente luego de la
desmineralizacién y no se mostraron diferentes entre si ni al inicio ni luego de la
desmineralizacion. Esto indicé que la muestra tuvo las mismas condiciones experimentales
con una desmineralizacion efectiva previa a la terapia remineralizadora. Luego de la
desmineralizacion, se demostré que hubo un aumento significativo del VHN luego de 15 dias
de remineralizacion con HA+F y CSPS+F; y luego de 30 dias de terapia con CPP-ACPF y f-TCP.
La comparacién intergrupos mostr6 que VHN del control (-) fue significativamente inferior

atodaslas pastas dentales tanto alos 15 dias como 30 dias de terapia. Sin embargo, el control

(+) solo tuvo un VHN inferior al HA+F, f-TCP y CSPS+F a los 30 dias de terapia (p<.05).

Tabla 1. Resultados de la microdureza en diferentes pasos de la experimentacion

VHN (Media + SD)

Grupos n
BASE DEMI REMI 15 REMI 30
HA+F 21  318.04 + 35.791a 153.14 + 63.213a 204.55 + 63.412a 220.87 £ 54.8722
CPP-ACPF 21  319.10 + 34.441a 140.17 £ 51.3532 165.90 + 65.8132 176.20 £ 65.152a
f-TCP 21  301.23 £+ 38.081a 155.35 + 65.893a 184.02 + 64.123a 207.00 £ 73.7322
CSPS+F 21 295.18 + 27.791a 132.18 £ 55.943a 176.81 £ 66.7522 213.15 £+ 78.6722
Control (+) 10 319.35 + 30.481a 150.03 £ 71.612a 153.16 *+ 66.682a 128.02 + 64.372b
Control (=) 10 300.16 + 76.281a 115.85 + 68.6622 25.53 + 20.563b 21.33 £ 17.713¢

Valores en la misma fila con diferentes nimeros superindices indican diferencias significativas de VHN intragrupos entre fases
experimentales (Nimeros en imprenta: prueba de Anova one-way con Test Post-hocde Bonferroni; niimeros en cursiva: prueba de Anova
one-way con Test Post-hoc de Tamhane; p<.05).

Valores en lamisma columna con diferentes letras superindices indican diferencias significativas de VHN entre los grupos (Prueba Anova
one-way con Test Post-hoc Tamhane; p<.05)

2. Porcentaje de superficie de recuperacion de microdureza (%SMHR)

La Tabla 2 mostroé resultados significativamente superiores del %SMHR con todas las pastas
dentales respecto al control negativo y del HA+F, f-TCP y CSPS+F en comparacién al control
positivo, alos 15 dias de remineralizacién (HA+F > CPP-ACPF). Alos 30 dias de terapia, todos
los dentifricos mostraron mayores %SMHR que en relacién a todos los controles (CSPS+F y
HA+F > CPP-ACPF). La comparacién intragrupos mostré que el %SMHR solo fue superior a

los 30 dias que a los 15 dias de remineralizacion en el grupo CSPS+F (p<.05).

36



Resultados

Tabla 2. Comparacion del porcentaje de superficie de recuperacion de microdureza a

los 15 dias y 30 dias de remineralizacion

%SMHR (Media + SD)

Grupos N
REMI 15 REMI 30

HA+F 21 33.74 £ 24.301 45.13 £ 38.371A

CPP-ACPF 21 17.45 + 18.611%bc 22.22 + 33.061B

f-TCP 21 22.95 + 46.4012b 31.47 + 61.001AB

CSPS+F 21 24.81 + 47.041 58.28 + 41.162A

Control (+) 10 -9.33 £ 58.891¢ -25.53 + 42.741C
Control (-) 10 -103.95 + 139.261d -108.24 + 144.841D

Valores en la misma fila con diferentes nimeros superindices indican diferencias significativas del %SMHR intragrupos (Nimeros en
imprenta: prueba de T pareada; nimeros en cursiva: Prueba de Wilcoxon; p<.05).

Valores en la misma columna con diferentes letras superindices indican diferencias significativas del %SMHR intergrupos (Maytsculas:
Prueba de Anova one-way con Test Post-hoc de Bonferroni; Minusculas: Prueba de Anova one-way con Test Post-hoc de Tamhane;
p<.05)

3. Porcentaje de superficie de cambio de microdureza (%SMHC)

La Tabla 3 mostré que %SMHC del control negativo fue estadisticamente inferior a todas las
pastasdentales tanto alos 15 dias como 30 dias de terapia remineralizadora (CSPS+F y HA+F
> f-TCP y CPP-ACPF). Mientras el control positivo tuvo un %SMHC significativamente
inferior al HA+F, f-TCP y CSPS+F a los 15 dias de remineralizacién y a todas las pastas

dentales a los 30 dias de remineralizacion.

La comparacion intragrupos demostr6 que a los 30 dias de remineralizaciéon, el %SMHR

aumentd en el grupo CSPS+F y disminuyeron en los grupos controles (p<.05).

Tabla 3. Comparacion del porcentaje de superficie de cambio de microdureza a los

15 dias y 30 dias de remineralizacion

%SMHC (Media + SD)

Grupos " REMI 15 REMI 30
HA+F 21 47.06 + 59.351a 69.84 + 100.271A
CPP-ACPF 21 18.51 + 24.20%ab 30.71 + 39.9474
£.TCP 21 39.55 + 76.6314 75.55 + 145.571A
CSPS+F 21 46.59 + 68.8312 72.59 + 63.602A
Control (+) 10 8.20 + 29.911b 1150 + 22.7128
Control (=) 10 76.01 + 11.641c -80.44 + 8.682C

Valores en la misma fila con diferentes nimeros superindices indican diferencias significativas del %SMH C intragrupos (Nimeros en

imprenta: prueba de T pareada; nimeros en cursiva: Prueba de Wilcoxon; p<.05).

Valores en la misma columna con diferentes letras superindices indican diferencias significativas del %SMHC intergrupos (Maytsculas:
Prueba de Anova one-way con Test Post-hoc de Bonferroni; Minusculas: Prueba de Anova one-way con Test Post-hoc de Tamhane;

p<.05)
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4. Morfologia SEM 1000x

La Figura 4 muestra las imagenes SEM de la morfologia de las superficies de esmalte
evaluadas en los grupos de estudio a lo largo del ciclo de pH. Se observé que toda la muestra
inicié el experimento con superficies lisas y/o con ligeras irregularidades (scores SEM 0 - 1).
Luego de la desmineralizacidn, todos los grupos presentaron superficies irregularidades
graves o cavitadas (Scores SEM 3). Luego de la terapia remineralizadora, solo los grupos de
pastas dentales mostraron una disminucion de los scores SEM, asi las irregularidades
pasaron de graves a moderadas a los 15 dias de remineralizacién (Scores SEM 2) y de
irregularidades moderadas a leves luego de 30 dias de remineralizacion (Scores SEM 1). No
obstante, las superficies continuaron desmineralizadas con irregularidades graves y/o
severas en los especimenes del control negativo (Score SEM 3) y con irregularidades

moderadas o graves en los especimenes del control positivo (Scores SEM 2-3).

BASE

DEMI ~ CONTROL (-) CONTROL (+)

CSPS+F

Figura 4. Imagenes SEM 1000x de superficies de esmalte al inicio (BASE), post-
desmineralizacion (DEMI), CONTROL (-) y CONTROL (+) a los 30 dias, HA+F, CPP-
ACPF, f-TCP y CSPS+F a los 15 dias (15R) y a los 30 dias de remineralizaciéon (30R)
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ESTUDIO 2. Andlisis SEM-EDS del efecto remineralizador de cuatro pastas dentales
formuladas con calcio, fosfatoy fliior sobre el contenido y deposicién de minerales en esmaltes

sometidos a desmineralizacion.
5. Perfil mineral (%W)

Latabla 4 mostré que los grupos de pastas dentales no tuvieron diferencias significativas del
%W de minerales estudiados al inicio y post-desmineralizaciéon; por tanto, hubieron las
mismas condiciones experimentales del contenido de [Ca], [P] y [F], previo al tratamiento
remineralizador (p>.05). A los 15 dias de terapia remineralizadora, se demostré que hubo
un aumento significativo del contenido del [Ca] con los grupos CPP-ACPF, CSPS+F y HA+F;
del contenido del [P] con los grupos de pastas dentales f-TCP, CPP-ACPF y CSPS+F; y del
contenido del [F] con todos los grupos de pastas dentales. A los 30 dias de terapia
remineralizadora, f-TCP y HA+F aumentaron significativamente el peso del [Ca], [P] y [F],

respectivamente (p<.05).

Las comparaciones intergrupos mostraron diferencias estadisticamente significativas a los
15 dias de remineralizacién, mostrando un mayor peso del peso del [Ca] con CPP-ACPF y
CSPS+F en comparacién al HA+F,y un mayor peso del peso del [P] con f-TCP en relacion al
CSPS+F (p<.05).

Tabla 4. Resultados porcentuales del peso mineral en diferentes pasos de la

experimentacion
Elementos EDS (Media + SD)
(W%) Grupos 1 BASE DEMI REMI 15 REMI 30

Calcio HA+F 15 42.12 £+ .752a 40.44 + .544a 40.56 £ .6530 42.94 £ 1.1414
CPP-ACPF 15 42.55 + .831a 40.66 + 1.1222 42.69 £ 2.1114 43.71 £ 2.251a

f-TCP 15 42.28 +.7712a 41.07 £ .453a 41.43 + .6923.ab 42.48 + .78La
CSPS+F 15 4297 +1.34%a  41.09 +.722a 4258 + 1.08%2 42,72 + 1.00%a

Fésforo HA+F 15  18.33 +.6024A 17.54 + .873A  17.97 +.3923AB 19,05 + .241a
CPP-ACPF 15 18.12 + .3814 17.21 + 1.092A 17.87 £+ .631AB 18.51 + .451b

f-TCP 15  18.06 + .331A 17.08 +.762A 18.33 + 4414 18.45 + .631b

CSPS+F 15 17.92 % 4414 16.95 + .7524 17.84 + .521B 18.28 + .351b

Fltor HA+F 15 .80 + .451a 29 +.3024 1.11 +.571A 1.21 + .471A
CPP-ACPF 15 .70 £ .241a .20 £+ .3124 1.02 £+ .371A 1.12 £ .671A

f-TCP 15 .68 + .441a 10 + 1424 .85+ .421A 1.00 £ .501A

CSPS+F 15 .81 + 4214 21+ .342a 1.04 + .551A 1.25 + .491A

Valores en la misma fila con diferentes nimeros superindices indican diferencias significativas del peso de minerales EDS intragrupos
entre fases experimentales (Nimeros en imprenta: prueba de Anova one-way con Test Post-hoc de Bonferroni y /o Tamhane; nimeros
en cursiva: prueba de Kruskal-Wallis con Test Post-hoc; p<.05).

Valores en la misma columna con diferentes letras superindices indican diferencias significativas del peso de minerales EDS intergrupos
(Letras mayusculas: prueba de Anova one-way con Test Post-hoc de Bonferroni; letras mintisculas en imprenta: prueba de Anova one-
way con Test Post-hoc de Tamhane; letras mindsculas en cursiva: prueba de Kruskal-Wallis con Test Post-hoc; p<.05).
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6. Ganancia mineral (GM)

En la tabla 5 se mostré que no hubo diferencias significativas entre los grupos de pastas
dentales de la ganancia mineral calculada desde el inicio del estudio de todos los elementos
minerales [Ca], [P] y [F] ni a los 15 dias ni a los 30 dias de terapia remineralizadora. La
comparacion intragrupos mostr6 que la ganancia mineral aumenté a los 30 dias de terapia

remineralizadora en los grupos HA+F y f-TCP respecto al calcio, y CPP-ACPF respecto al [P]
(p<.05).

Tabla 5. Resultados de la ganancia mineral del calcio, fésforo y flior a los 15 dias y

30 dias de remineralizacion

Elementos Grupos n Ganancia mineral (Mediana + IQR)
(W%) BASE - REMI 15 BASE - REMI 30
Calcio HA+F 15 10.15 £ 47.711a 118.31 £ 147.682a

CPP-ACPF 15 89.16 + 112.831a 114.22 £ 199.261a

f-TCP 15 53.02 + 103.371a 97.41 + 218.1822

CSPS+F 15 94.07 £ 96.991a 75.41 + 102.4012

Fésforo HA+F 15 52.54 + 283.781a 142.62 + 371.881a
CPP-ACPF 15 95.00 + 132.791a 143.61 £ 215.572a

f-TCP 15 131.29 + 195.501a 102.59 + 91.0412

CSPS+F 15 89.32 + 107.361a 125.4 + 113.731a

Fltor HA+F 15 87.37 + 184.771a 108.33 + 337.8412
CPP-ACPF 15 179.66 + 160.9912 174.58 + 248.441a

f-TCP 15 145.00 + 231.391a 153.68 + 195.071a

CSPS+F 15 115.63 + 274.731a 161.05 + 268.981a

Valores en la misma fila con diferentes nimeros superindices indican diferencias significativas de la ganancia mineral intragrupos
(Prueba de U de Mann-Whitney, p<.05)

Valores en la misma columna con diferentes letras superindices indican diferencias significativas de la ganancia mineral intergrupos
(Prueba de Kruskal-Wallis, p<.05)

7. Ultramorfologia SEM 5000x

Imagenes SEM de las superficies de esmalte son presentadas enla Figura 5. La muestra inicié
el experimento con una morfologia de superficies lisas homogéneas o con ligeras
irregularidades (scores SEM 4 - 5). Luego, los scores post-desmineralizaciéon disminuyeron
(scores SEM 0 y 1) mostrando una pérdida de la integridad de las superficies. Con la terapia
remineralizadorade 15 dias, los scores mas prevalentes fueronlos 2 y 3; por tanto, hubo una
disminucion dela profundidad de las cavidades conrestablecimiento parcial de la integridad
de la superficie en todos los grupos de pastas dentales. Finalmente, los scores 3 y 4 fueron
los mas prevalentes luego de 30 dias de remineralizacion, observandose depdsitos de

precipitado y/o zonas con leves irregularidades (p<.05).
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BASE

CPP-ACPF f-TCP CSPS+F

Figura 5. Imagenes SEM 5000x de superficies de esmalte al inicio (BASE), post-
desmineralizacion (DEMI), grupos de pastas dentales HA+F, CPP-ACPF, f-TCP y
CSPS+F a los 15 dias (15R) y a los 30 dias de remineralizaciéon (30R)

8. Distribucion scores SEM

Los scores SEM de la morfologia de las superficies de esmaltes fueron evaluados en la Figura
6. El aumento de la gravedad de los scores SEM desde la fase inicial a la fase
desmineralizadora fue estadisticamente significativa (Scores SEM 4 y 5 a scores 0 y 1), al
igual que la disminucién de la gravedad de los scores desde la fase desmineralizadora a los
15 dias de terapia remineralizadora (ScoresSEM 0y 1 a scores 2y 3). A los 30 dias de terapia
remineralizadora, solo CPP-ACPF sigui6 con una recuperacion significativa de Ila
remineralizacion de superficies (Scores SEM 2y 3 a scores 3 y 4) (p<.05). Luego, todas las
pastas dentales culminaron con scores SEM similares a la linea base (p>.05). La comparacion
intergrupos mostro que las puntuaciones SEM no fueron significativamente diferentes enlos

diferentes ciclos de pH (p>.05).
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Figura 6. Distribucion de scores SEM de la morfologia de superficies de esmaltes.
Diferentes numeros y letras indican diferencias estadisticamente significativas intra e

intergrupos, respectivamente (Prueba de Kruskal-Wallis con Post-hoc, p<.05)

ESTUDIO 3. Eficacia de cuatro dentifricos a base de calcio-fosfato-fltior en la regresion de

lesiones de manchas blancas en nifios: Un ensayo clinico randomizado.
9. Area WSL (%WSL)

LaTabla 6 mostré que no hubo diferencias estadisticamente significativas del %WSL al inicio
del estudio (TO) entre los grupos de estudio (p>.05), por tanto, los participantes comenzaron
el experimento en las mismas condiciones de WSL%. Sin embargo, luego del tratamiento
(T1), se observé que solo las pastas remineralizantes mostraron una disminucién
estadisticamente significativa del % WSL, a diferencia del grupo control que resulté no
significativa (p>.05). Lacomparacionintergruposluego deltratamiento mostr6 que el %WSL

de las pastas remineralizantes fueron significativamente inferiores que la del grupo control
(p<.01).
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Tabla 6. Comparacion del area de WSL en todos los grupos en la linea base y en el

tratamiento

%WSL (T0) %WSL (T1)
Grupos n Media D Media ) P-valors
HA+F 10 51.755 8.690 32.841 8.225 p =.003*
CPP-ACPF 10 50.113 10.890 34.317 9.304 p =.001*
f-TCP 10 47.740 13.696 26.755 12.787 p = .000*
CSPS+F 11 46.235 13.462 29.136 8.973 P =.025*
Control 11 38.531 12.427 34.674 9.411 P =.167

P-valorb p=.120 NS P =.000**

(a) P-valor intragrupos. (*) Indican diferencias significativas de WSL% entrela linea base (TO) y el tratamiento (T1) de cada grupo
(Pruebade T pareada; p<.05).

(b) P-valor intergrupos. (NS) No significativo. (**) Indican diferencias significativas de WSL% entre los grupos de tratamiento respecto
al grupo control (Anova one-way con Test Post-hoc Bonferroni; p<.01).

10.Regresion WSL (ARW)

La Figura 7 muestra la regresion del WSL en todos los grupos de pastas dentales. Luego del
tratamiento, todas las pastas remineralizantes mostraron valores significativamente
superiores del ARW en comparacion al grupo control. Asimismo, no hubo diferencias del

ARW entre los grupos de pastas remineralizantes (p<.05).
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Figura 7. Comparacion de la regresion de WSL en todos los grupos después del
tratamiento. Diferentes letras indican una diferencia significativa de ARW entre los

grupos (Prueba de Anova one-way y Test Post-hoc de Bonferroni, p<.01)
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11.indice de descalcificacién (ID)

La Figura 8 mostré que al inicio del estudio (T0), todos los grupos de estudio mostraron
descalcificaciones severas ymoderadas (Scores 3y 2, respectivamente). Mientras que al final
del tratamiento (T1), la severidad de las descalcificaciones disminuyeron a los scores
moderados a leves (Scores 2 y 1, respectivamente) en todos los grupos de estudio.

T0 ™

100.0°%~

200%™

200°%

0.0%=

HA+F fTcP Carral HAWF fTcP Carral
CPR.ACPF CSPS+F CPP-ACPF CSPS+F

Scores del indice de descalcificacion

B Descalcificacion leve
B Descalcificacion moderada
B Descalcificacion severa

Figura 8. Distribucién del indice de descalcificacion al inicio y post-tratamiento

La Tabla 7 demostré que la gravedad de la descalcificacion disminuy6 significativamente
luego del tratamiento (T1) en todos los grupos experimentales pero no en el grupo control
(p>.05). Cuando se realizaron las comparaciones intergrupos, no se encontré diferencias

significativas del ID ni al inicio ni post-tratamiento (p<.05).

Tabla 7. Comparacion del indice de descalcificacién al inicio y post-tratamiento

Grupos n Scores ID (TO0) Scores ID (T1) p-valora
Media + SD Mediana + IQR Media + SD  Mediana + IQR

HA+F 10 2.40 £.52 20+1.0 1.40 £ .52 1.0+ 1.0 P =.004*

CPP-ACPF 10 2.40 £.70 25+ 1.0 1.50 £ .53 1.5+£1.0 P =.007*

f-TCP 10 2.20 + .63 20+1.0 1.30 + .48 1.0+ 1.0 P =.003*

CSPS+F 11 2.00 + .63 2.0 1.45 + .52 1.0+ 1.0 P =.034*

Control 11 1.82 + .60 2.0+ 1.0 1.64 +.50 20+ 1.0 P =.157
P-valorb P =.151 NS P =.633 NS

(a) P-valor intragrupos. (*) Indican diferencias significativas del ID entre lalinea base (TO) y el tratamiento (T1) de cada grupo (Prueba
de T pareada; p<.05).

(b) P-valor intergrupos. (NS) No diferencias significativas del ID entre los grupos de estudio (Prueba de Kruskal-Wallis, p>.05).




Resultados

12. Cambios de scores del ID (AID)

En la Tabla 8 se examin6 el cambio en los scores del indice de descalcificacion desde la linea
de base. Los valores de las odds ratio fueron inferiores a 0.56 en todos los grupos de pastas
remineralizantes en comparacion al grupo control. Por lo tanto, fue mas probable que los
participantes que disminuyeron los scores del indice de descalcificacion pertenecieran a los
grupos de pastas dentales remineralizantes (OR 0.12 - 0.56) que al grupo control de solo
pasta fluorada (OR 2.1 - 4.95). Con excepcion del CSPS+F, estas asociaciones fueron

estadisticamente significativas (p<.05).

Tabla 8. Cambios de los scores del indice de descalcificacion post-tratamiento

AID (%)

Grupos " "Disminucién No cambio Incremento Odds ratio [IC 95%] p-valor
HA+F 10 90 10 0 .122 [.019; .801] .001
CPP-ACPF 10 80 20 0 227 [.062; .827] .005
f-TCP 10 90 10 0 .122 [.019; .801] .001
CSPS+F 11 50 60 0 .560 [.257; 1.218] 17
Control 11 18.18 81.82 0 Referencia: 2.1 - 4.95

ICinterval de confianza. P-valor (*) indican diferencias significativas (Test de Chi cuadrado, p<.05)
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VIII. DISCUSION

La presente investigacion analiz6 la capacidad remineralizadora sobre las lesiones iniciales
de caries de pastas dentales con una composicion elemental similar (calcio, fosfato y flior)
pero que difieren en su formulacién, mecanismo de accién y comportamiento clinico. Para

ello, se desarrollaron tres estudios de manera sucesiva.

Los estudios tienen como base cientifica los mecanismos basicos de remineralizaciéon de los
dentifricos explicados por la difusidon de iones calcio y fosfato que interactian con el fldor en
la saliva; y la consecuente formacién de cristales de fluoroapatita que hace que las superficies
de esmalte sean mas resistentes al ataque acido en comparacién con los otros restos de
cristales existentes en las lesiones de caries (Balakrishnan et al., 2013). El rol especifico que
se sefiala para el calcio y fosfato es su acciéon en forma de nucleos cristalinos para el llenado
de los microporos de las lesiones; mientras que para el flior, es la inhibicién de la
desmineralizacién y la disminucién de la produccién de acido de la placa bacteriana. Estas
acciones conducirian a la formacion de 20-40 micras de una capa superficial de esmalte
intacto caracterizada por un contenido mineral mas alto que respecto al cuerpo de la lesién

(Palaniswamy et al,, 2016).

El mecanismo mencionado antes, apoy6 la hipdtesis sobre la efectividad de las pastas
dentales con calcio, fosfato y flior (HA+F, CPP-ACPF, f-TCP y CSPS+F) para reparar las
propiedades fisicas, quimicas y estructurales del esmalte lesionado con caries incipiente, que
en comparacion con otros medios coadyuvantes como saliva y pasta fluorada convencional
Esto fue un hallazgo por los resultados (la hipdtesis nula fue rechazada). Las superficies de
lesiones de caries tratadas con todas las pastas dentales remineralizantes aumentaron
significativamente en microdureza, redujeron la permeabilidad, generaron ganancia
mineral, formaron depésitos minerales, revirtieron areas de lesiéon y disminuyeron la
descalcificacion. Es posible extrapolar los resultados al tratamiento de nifios de 6 afios con

una terapia combinada a partir de 20 dias con cepillado manual-eléctrico y aplicacion tépica.

Potencial remineralizador de calcio, fosfato y fluoruro disponible en pastas dentales

En las ultimas cuatro décadas se han formulado nuevas estrategias terapéuticas anticaries
para tratar de solventar las limitaciones, especialmente en el campo de la remineralizacion,

que presenta las pastas dentales fluoradas desde el punto de vista epidemiologico y clinico,
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y asi tratar de evitar o reducir las necesidades de los procedimientos de restauraciones
invasivas especialmente en nifios pequefios (Meyer et al, 2018). El estudio toma en
consideracién los avances presentados en el Workshop de la Academia Europea de
Odontopediatria (2015) donde se revis6 ampliamente las base clinica para detectar y
diagnosticarlesiones de caries tempranas / no cavitadas, la evaluaciéon de riesgos y el manejo
de tratamientos (Kiihnisch et al, 2016). Asimismo, las pautas mencionadas del Workshop de
la Organizacion Europea para la Investigacion de Caries - ORCA (2015) donde se realizé un
analisis critico del flior en pastas de dientes (Martinez-Mier et al, 2018). Algunas
conclusiones de las reuniones de trabajo relacionados al tema de la presente investigacion

fueron:

— La deteccidn y el manejo de las caries no cavitadas es un aspecto esencial de la
odontologia preventiva.

— Las lesiones de caries no cavitadas pueden ser tratadas de forma no invasiva en la
mayoria de los casos.

— Eluso de agentes anticaries — biomiméticos - es un campo emergente en la atenciéon
oral moderna.

— Elfluoruro potencialmente disponible en sistemas abrasivosabase de calcio y fosforo
puede afectar su biodisponibilidad como agente anticaries.

— La efectividad de las pastas dentales fluoradas que ejercen como agentes anticaries
solo puede determinarse indirectamente a través de ensayos clinicos de caries.

— Las investigaciones sobre la eficacia de las pastas fluoradas deben evaluar la edad de

las muestras antes de extraer conclusiones.

En este contexto, en la presente tesis se llevd a cabo dos estudios experimentales con
modelos in vitro en dientes humanos y un ensayo clinico aleatorizado en un grupo etario
especifico para evaluar la eficacia de la remineralizacion sobre lesiones de caries tempranas
de cuatro pastas dentales con formulaciones especificas que contenian calcio, fosfato y fltor.
El efecto remineralizador in vitro se analiz6 desde una mejora fisica de dureza y morfologia
en el primer estudio, y una mejora quimica en la composicién mineral y ultraestructural en
el segundo estudio. Finalmente, con las limitaciones que supone la recreacion artificial de
lesiones de caries dental, saliva y demas factores frente al real ambiente oral, el tercer
estudio se enfoc6 en la mejora clinica en relaciéon a un estandar existente de pasta dental

convencional (solo fluoruada).
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Con la limitada informacion en relacion a la efectividad de los agentes biomiméticos
potenciados con flior para inducir la remineralizacién, se tratara que el enfoque de la
discusién se enmarque en investigaciones realizadas con agentes remineralizantes cuya
forma de administraciéon sea tipo pastas dentales, con las mismas formulaciones que las
estudiadas en la presente tesis, y que evalien dientes humanos (Estudio 1y 2) y/o pacientes
nifios (Estudio 3) con alguno de los parametros de medicién mencionados. Por tanto, el
analisis respecto al tratamiento preventivo con agentes de inicamente calcio y fosfato, solo
fldor u otros agentes remineralizantes considerados en la introduccion, no se comentaran

en esta discusion.

Efecto remineralizador de pastas dentales a base calcio, fosfato y flior sobre lesiones

artificiales de caries dental: Un analisis de microdureza y morfologia (Estudio 1).

La primera parte de la tesis evalu la terapia de cuatro dentifricos con calcio, fosfato y fluor
alos 15y 30 dias de aplicacién sobre lesiones iniciales de caries, en comparacidon a la saliva.
Paraello, sellev6 a cabo un experimento in vitro en superficies de esmalte desmineralizadas,
tratadas con terapia combinada topica y cepillado eléctrico, con control positivo de saliva
artificial y control negativo de caries artificial. La evaluacién de la eficacia de esta terapia se

estudid desde el punto de vista de los analisis de microdurezay de morfologia de superficies.

Se utiliz6 un modelo de ciclo de pH para simular las condiciones de la cavidad oral. En ese
contexto, el hallazgo expresado en la medicién de la dureza puede ser muy sensible a los
cambios en la densidad mineral. Condiciones como la subsaturacién, pueden provocar
alteraciones en la difusion de calcio, fosfato y fluoruro y, por lo tanto, en la formacion de
hidroxiapatita. Para evitar que los resultados se vean afectados en el modelo de ciclado, se

llevé a cabo lo siguiente:

— Las superficies externas de los especimenes se pulieron previamente, en un intento
de estandarizar las respuestas a la disolucién de acido. Se seleccionaron dientes
humanos,ya que responden mejor al modelo de pH en comparaciéon a dientes bovinos

(Lippert & Juthani, 2015; Taha etal,, 2017).

— Se conformaron dos grupos controles, positivo (modelo de saliva artificial) y negativo
(modelo de caries artificial), que utilizaron soluciones preparadas con saliva artificial

y solucién acida, respectivamente.
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— Lasolucién desmineralizante (pH 4.4) y solucién remineralizante (pH 7.0), tuvieron
una composicion similar a la saturaciéon de la saliva humana y fueron renovadas

después de cada ciclo (Elkassas & Arafa, 2014).

— Lasaliva artificial se us6 también para simular las condiciones de pH, iones y enzimas
de la cavidad oral, pudiendo contribuir con un ligero aumento de VHN después de la
desmineralizacion (Elkassas & Arafa, 2014; Oliveira et al, 2015; Palaniswamy et al,,

2016; Krishnam et al,, 2017; Jagga etal,, 2018).

— Las superficies de esmalte se enjuagaron después del tratamiento con pastas

dentales, para imitar las condiciones orales.

— Lafrecuencia de aplicacién de pastas dentales fue de tres veces a dia, ya que esto se

considera un cepillado frecuente en diversas investigaciones (Tinanoff, 2017).

— Se realizaron aplicaciones topicas y con cepillo eléctrico en dos fases, para tratar de

simular diferentes formas de técnicas de cepillado.

Bajo estas condiciones se ha tratado de lograr que cualquier efecto del tratamiento del
experimento se deba a la unién de los ingredientes activos en el esmalte, incluso con las

limitaciones de los aspectos biol6gicos relevantes.

Respecto al método de mediciones, el estudio emple6 una prueba de medicién de dureza, un
método cuantitativo indirecto para evaluar el contenido mineral mediante los perfiles de
dureza.Numerosos modelos delaboratorio de tratamientos de caries lo utilizan, teniendo en
cuenta que no destruyen los dientes y, como tal, permiten mediciones repetidas, reduciendo
asi la variacion experimental (Elkassas & Arafa, 2017; Soares et al.,, 2017). La microdureza
se puede evaluar con Knoop (De Souza et al, 2014; Oliveira et al, 2015) o Vickers
(Balakrishnan etal,, 2013; Kamath etal,, 2013; Elkassas & Arafa,2014; Heschmatetal, 2016;
Palaniswamy et al, 2016; Krishnam etal,, 2017; Rao et al, 2017; Soares etal, 2017; Jagga et
al, 2018). Ambas técnicas se muestran efectivas y estdn mejor correlacionadas a las

mediciones de VHN en dientes humanos que en dientes bovinos (Lippert & Juthani, 2015).

Este estudio aplicé la técnica Vickers y para obtener resultados precisos, fue relevante
controlar algunos factores de procedimientos que podrian ser susceptibles de alteraciones

como las siguientes:
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— Los especimenes pertenecieron a un solo tipo de dientes (premolares) y su
acondicionamiento previo en superficies planas fue llevada a cabo para estandarizar
las mediciones repetidasde VHN (Balakrishnanetal.,, 2013; Palaniswamy et al,, 2016;
Rao etal, 2017; Soares etal, 2017; Jagga etal,, 2018).

— Despuésdelas medidas iniciales de dureza, solo las muestras convalores estandar de
250 a 365 VHN, permanecieron en el experimento ((De Souza etal,, 2014; Elkassas &
Arafa, 2014; Salehzadeh et al,, 2015).

— Se calcul6 el promedio de tres valores de indentaciones por un examinador cegado,

para evitar cualquier sesgo operacional (Heschmat et al,, 2016; Jagga et al,, 2018).

— Los cambios de la mineralizacién con VHN se midieron desde la linea base (%SMHR)
y desde de la fase post-desmineralizadora (%SMHC) (De Souza et al, 2014; Oliveira
etal, 2015; Rao etal, 2017; Soares etal,, 2017).

Los procedimientos iniciales sirvieron para comprobar que toda la muestra comenzo6 en
condiciones homogéneas de VHN (295.18 a 319.35) y sin diferencias entre grupos de
estudio. El siguiente procedimiento de desmineralizacion sirvio para la formacién de
lesiones artificiales de caries. En esta fase, el VHN disminuyé significativamente un promedio
de 62% de los valores iniciales. Los nuevos rangos de microdureza oscilaron entre 115.85y
155.35 VHN, manteniéndose sin diferencias entre los grupos de pastas dentales y mostrando
que la muestra se mantuvo en las mismas condiciones para iniciar el experimento

remineralizador en si mismo.

Las lesiones reversibles se encontraron a partir de los 15 dias de tratamiento en todos los
grupos incluidos el control positivo de saliva artificial, sin embargo, solo los aumentos de
VHN fueron significativos en los grupos de pastas dentales HA+F y CSPS+F. Aunque los
incrementos de VHN en los grupos de dentifricos f-TCP y CPP-ACPF solo fueron significativos
luego de 30 dias de tratamiento, siempre mantuvieron un aumento positivo de principio a
fin. Una explicacion de este hallazgo puede deberse al hecho de que los dentifricos HA+F y
CSPS+F tienen concentraciones mas altas de iones fluoruro (1450 ppm F-) en comparacion
a los otros grupos de CPP-ACPF (900 ppm F-) y f-TCP (950 ppm F-). Curiosamente, la
evidencia del uso de dentifricos con altas concentraciones de fluoruro se han relacionado

con la prevencidn de caries (Sonesson et al, 2014; Pretty, 2016).
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Otro hallazgo encontrado fue que el control de saliva artificial no logré aumentar el VHN a
los 30 dias de terapia, por tanto, no mostré efecto remineralizador. Esta limitaciéon
encontrada podria explicarse por la ausencia del ion flior en su composicion. Por otro lado,
el control negativo, como era de esperar, mostré una desmineralizacién continua hasta que
apenas se pudo registrar las longitudes de dureza. Fue l6gico encontrar mejores resultados
en la saliva artificial que en control negativo de caries artificial. Los valores de %SMHR y
%SMHC también se encontraron significativamente inferiores en el grupo de saliva artificial
con respecto a HA+F, f-TCP y CSPS+F a los 15 dias de tratamiento y a todas las pastas
(incluida CPP-ACPF) a los 30 dias de tratamiento. Teniendo en cuenta la relaciéon entre el
contenido mineral y la microdureza superficial, el disefio del modelo con aplicacién tépica y
cepillado eléctrico fue eficaz para observar laremineralizacion de lesiones iniciales de caries

mostradas por todos los dentifricos a base de calcio-fosfato-flior usadas en este estudio.

Un limite de evidencia es que no hay estudios de laboratorio en dientes que compare, al
mismo tiempo, agentes remineralizantes tipo dentifricos a base de calcio-fosfato, reforzados
con flaor, como son HA+F, CPP-ACPF, f-TCP y CSPS+F. No obstante, nuestros resultados
parciales de VHN de dentifricos versus saliva artificial se apoyan en algunos estudios
encontrados en la literatura para el grupo HA+F por Kamath etal. (2013) y Rao etal. (2017)
en 5 dias de terapia. Para el grupo CPP-ACPF por los autores Oliveira et al. (2015), Elkassas
& Arafa (2014) y Soareset al. (2017) alos 18,21 y 30 dias de terapia, respectivamente. El
grupo f-TCP por las investigaciones de Rao et al. (2017), Jagga et al. (2018), Krishnam et al.
(2017) y Balakrishnan et al. (2013) en 5, 10, 15 y 30 dias de terapia, respectivamente.
Finalmente, CSPS+F por el estudio de Jagga et al. (2018) en 10 dias de terapia.

Hay un limitado nimero de estudios respecto a HA+F, mientras CPP-ACPF es la pasta
fluorada con sales que mas se ha investigado. Pero, aunque los resultados del presente
estudio concuerdan con la mayoria de estudios que investigaron las mismas marcas
comerciales de los dentifricos de esta investigaciéon, también hubieron estudios que no
encontraron diferencias significativas de mayor microdureza entre el grupo controlrespecto
a Remin Pro (Heshmatetal, 2016), con Mi Paste Plus (Heshmat etal,, 2016) y Clinpro Tooth
Créme (Krishnam et al,, 2017). Las diferencias encontradas pueden estar relacionadas con
la metodologia aplicada por este estudio en los ciclos de pH para reproducir el proceso
dindmico de desarrollo de la lesién de caries. También podria deberse al proceso de

seleccidn previo en el rango normal de microdureza realizado en este estudio a diferencia de
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Heshmat et al. (2016) y Krishnam et al. (2017). Otra razon seria, el nimero de aplicaciones

diarias de pastas (tres) que difiri6 con Heshmat et al. (2016) y Krishnam et al. (2017).

Sobre los resultados de la morfologia con SEM analizados de forma cualitativa segtn los
scores de Ferreira etal. (2011) en este estudio, se encontré que el tratamiento con las pastas
dentales mejor6é las condiciones de las superficies luego de una situacién de
desmineralizacion. Es decir, se pasé de tener superficies con tibulos abiertos severos hasta
el punto de observar irregularidades leves caracterizadas por depdsitos formados, quizas,

por la reaccion del calcio y fosfato sobre las superficies de esmaltes.

Los resultados encontrados son corroborados por otros estudios como el de Kamath et al.
(2017), realizado en seis muestras por grupo donde mostro6 que el dentifrico Remin Pro tuvo
mejores resultados para restablecer la integridad de las superficies en comparacién a un
dentifrico fluorado (1000 ppm F-). Los estudios de Oliveira et al. (2016) y Elkassas & Arafa
(2014) realizados en tres bloques por grupo de estudio, mostraron que Mi Paste Plus tuvo
una disminucién superior de la porosidad o del patrén de “escama de pescado” en
comparacion a la saliva artificial. Este ultimo resultado fue similar al de Sathe et al. (2014),
quien observ6 a1500x cristales diseminados a lo largo de los bordes prismaticos en el grupo
CPP-ACPF. Clinpro Tooth Creme fue analizado por Elkassas & Arafa (2017), quién mostrd
que dicho dentifrico tuvo un efecto en la formacién de un revestimiento mineralizado sobre
lesiones de caries artificiales en esmalte. La investigacion de Poggio et al. (2014) fue
realizada en cinco muestras de superficies de dentina. Aunque no evalud a superficies de
esmalte, el estudio mostré que luego de la terapia con cepillado, la pasta Sensodyne

Repair&Protect tuvo un efecto protectivo superior al de una pasta dental con 1450 ppm F-.

En resumen, a pesar de las limitaciones de este primer estudio in vitro, se observaron
diferencias estadisticamente significativas de las cuatro pastas dentales de calcio y fosfato
reforzados con flior en comparacién con la saliva artificial, en términos de potencial de
remineralizacion segun lo determinado por indicadores mecanicos (VHN, %SMHR y
%SMHC) y morfoldgicos (Scores SEM 1000x) en lesiones de caries artificiales, a los 30 dias
de tratamiento. No obstante, los dentifricos HA+F y CSPS+F se mostraron mas efectivos para
remineralizar a los 15 dias de tratamiento en comparacion al f-TCP y el CPP-ACPF. Esta
diferencia podria reflejar que una mayor concentracién de fluoruro en sinergia con el calcio

y el fosfato crearia un efecto sinérgico para remineralizar.
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Analisis SEM-EDS del efecto remineralizador de cuatro pastas dentales formuladas
con calcio, fosfato y fluor sobre el contenidoy deposicion de minerales en esmaltes

sometidos a desmineralizacion (Estudio 2).

La segunda parte de la tesis comparo la terapia de cuatro dentifricos con calcio, fosfato y
flaor alos 15 y 30 dias de aplicacidon sobre lesiones iniciales de caries. Para ello, se llevé a
cabo un experimento in vitro en superficies de esmalte desmineralizadas, tratadas con
terapia combinada tépica y cepillado eléctrico. La comparacion de la eficacia de esta terapia

se estudi6 desde el punto de vista de los andlisis de perfil mineral y ultraestructural.

Como parte de los procedimientos metodolégicos de este segundo estudio, los especimenes
no se montaron en aditamentos de acrilico como los realizados en el estudio 1, aunque sise
desarrollaron las mismas estrategias metodoldgicas sobre la preparacion de las muestras, la
formacion de lesiones artificiales de caries, las caracteristicas del ciclo de pH y la aplicaciéon
de pastas dentales. En general, las tnicas variaciones fueron en las cantidades de las
soluciones desmineralizadoras y remineralizadoras administradas conforme al tamafio de
los especimenes de esmalte. Como se comprobo6 en el estudio 1 que la accién de la solucién
desmineralizadora era adecuada, se opté por no utilizar un control negativo. Asimismo,
tampoco se consider6 un control positivo debido a que ya se habia demostrado en el estudio
1, su inferioridad para remineralizar, en comparacion a las pastas dentales de estudio. Se
enfoco entonces que el segundo estudio fuese la comparacién de pastas bajo nuevos analisis
mas potentes en mediciones como los son la cuantificacion de minerales y la observacién a

gran escala (5000x) de depdsitos minerales.

Una de las técnicas microanaliticas utilizadas para evaluar la remineralizacion es SEM-EDS.
El detector EDS junto al SEM microanaliza las muestras para cuantificar el contenido de
multiples minerales, a la vez que provee imagenes para una evaluacion cualitativa. Para ello,
la técnica detecta la cantidad de rayos X emitidos y los compara con el espectro de energia
caracteristico del objeto de medicion. Se determina asi, las caracteristicas cuantitativas de
minerales [en porcentaje atbmico o en porcentaje de peso (%W)] y las cualitativas de
imagenes usando un programa informatico (Sathe etal, 2014). SEM es un método sensitivo
paraevaluarlesiones tempranas de caries, sobretodo, cuando se utiliza unrevestimiento con
oro sobre las muestras que ayudan a producir imagenes de alta calidad. No obstante, la

técnica de oro es invasiva y no permite hacer mediciones repetidas. Algunos estudios que no
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utilizaron este procedimiento conoro fueronde Narayanaetal. (2014), Kamath etal. (2017),
Leila et al. (2017), Soares etal. (2017) y Manoharan etal. (2018).

En este segundo trabajo nos hemos centrado en el porcentaje de peso de los elementos calcio,
fésforo y flaor, que son los elementos principales para la evaluaciéon de la remineralizacion
(Narayana et al, 2014; Sathe et al, 2014; Kamath et al,, 2017; Mockdeci et al, 2017). Tres
mediciones por muestra fueron realizadas para evitar errores operatorios y realizadas por
un examinador cegado de las mediciones de variables principales. Esto ultimo para evitar
sesgos de observacion. Parala evaluacién de imagenes SEM, se escogid el acondicionamiento
previo con oro conforme a otros estudios (Poggio etal.,, 2014,2016; Brar etal, 2017; Jena et
al, 2017). Al no poder realizar medidas repetidas, se traté de estandarizar las muestras,
primero, aleatorizando los dientes en los grupos de pastas dentales (15 dientes por grupo).
Luego del cual, se obtuvieron las cuatro superficies de esmalte obtenidas de cada diente
(bucal, mesial, distal y lingual) y se distribuyeron de forma aleatoria en los cuatro puntos de
observacidn (Linea base, post-desmineralizacion, primera y segunda remineralizacion). Con
este dltimo procedimiento se trat6 de que las mediciones, aunque independientes, fueran de

muestras lo mas homogéneas posibles justificando una medicidn repetida.

Losresultados de la linea base mostraron que todas las muestras iniciaron el experimento
en las mismas condiciones, sin diferencias entre grupos respecto al contenido mineral (%W)
del calcio (entre 40.77 a 45.55), del fésforo (entre 17.04 y 19.36) y del fltor (entre 0.12 a
1.78). Luego de la fase desmineralizadora, los pesos de los contenidos minerales variaron
significativamente en todos los grupos de pastas dentales, observandose disminuciones de
hasta un 10% en el caso del calcio (promedio 4%), hasta un 18% respecto al fosforo
(promedio 5%) y hasta un 93% respecto al flior (promedio 76%). Narayana et al. (2014)
trabajé con una muestra similar a este estudio en relacién a los pesos de calcio y f6sforo,
aunque fueron mas altos respecto al mineral fldor. Hasta aqui las muestran continuaron sin
diferencias entre grupos de la evaluacion de los tres minerales de estudio, manteniendo las

mismas condiciones para iniciar el experimento remineralizador.

Los resultados del contenido mineral hallados en este segundo estudio, coincidieron con el
estudio 1 en mostrar el efecto remineralizador de las pastas dentales a base de calcio-fosfato-
fldor. Todas las pastas dentales recuperaron (igual que la linea base: p>005) el contenido

mineral de calcio, fésforo y flior, alos 15 dias de tratamiento, con excepcidn del calcio de la
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pasta dental HA+F, que lo mostré a los 30 dias de tratamiento. Los aumentos fueron
significativos en la mayoria de los contenidos minerales a los 15 dias de tratamiento, con
excepcidondel contenido de calcio hallado conla pasta dental f-TCP y del contenido de fosforo
mostrado por la pasta dental HA+F. Sin embargo, a los 30 dias de tratamiento, todos los
aumentos fueron significativos y no se observaron diferencias entre una u otra pasta dental.
Los resultados del contenido mineral sirvieron para obtener la variable ganancia mineral.
Cuya féormula es una adaptacién del %SMHR evaluado en el estudio 1, respecto al %W del
calcio, fosforo y flior [100 X (%W demi — %W remi /%W demi — %W base)]. Los valores
de la ganancia mineral resultaron positivos en todos los grupos de pastas dentales, es decir,
hubo una regresion de las lesiones de esmalte. Asimismo, esta variable no resultd

estadisticamente diferente entre los dentifricos de estudio.

Hay pocas investigaciones sobre las pastas dentales evaluadas en este estudio que hayan
analizado los perfiles minerales con EDS, la mayoria fueron del dentifrico CPP-ACPF. Los
resultados hallados del perfil mineral en este segundo estudio, estdn en concordancia con
Narayana et al. (2014), Sathe et al. (2014), Kamath et al. (2017), Mockdeci et al. (2017),
Manoharan et al. (2018) y Pinto de Souza et al. (2018). Las pastas dentales HA+F “Remin
Pro”, CPP-ACPF “Mi Paste Plus” y f-TCP “Clinpro Tooth Creme” mostraron un aumento
significativo de minerales del radio calcio / fé6sforo y flior desde la linea base hasta la fase
post-tratamiento a los 14 dias de terapia segin Kamath et al. (2017). No obstante, el mismo
autor no hall6 diferencias de estos agentes respecto a una pasta fluorada convencional (1000
ppm F-). Segun Pinto de Souza et al. (2018), dientes bovinos tratados con pastas dentales
CPP-ACPF y {-TCP, aumentaron el porcentaje atomico del calcio y fosforo luego de 10 dias de
remineralizacién, mostrando mejores resultados que en comparacioén a una pasta fluorada a
1000 ppm F-. Segiin Narayana etal. (2014), el dentifrico CPP-ACPF tuvo mejores resultados
del contenido del calcio, fésforo y fldor a los 10 dias de terapia comparadas con una muestra
no tratada. El estudio de Sathe etal. (2014) corroboré un aumento significativo de fldor y un
aumento no significativo de calcio en pastas dentales CPP-ACPF a los 10 dias de terapia. La
investigacion de Manoharan et al. (2018) corroboré que el dentifrico CPP-ACPF mostr6 un
radio calcio / fosforo superior que en la saliva artificial a los 21 dias de terapia. La pasta
dental CSPS+F “Sensodyne Repair&Protect” fue analizada por Mockdeci et al. (2017) en un
estudio ex vivo, hallando que tuvieron mejores resultados de calcio y f6sforo que respecto a

un control positivo y negativo a las ocho semanas de tratamiento.
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Las conclusiones halladas sobrela recuperacion de la composicién mineral de los dentifricos
estudiados, corroborantambién los datos hallados en imagenes SEM segun scores Gupta et
al. (1998). No hubo diferencias de las estructuras de las superficies de esmaltes entre los
grupos de pastas dentales de estudio, en cada tiempo de observaciéon. No obstante, el andlisis
intragrupo si evidencié diferencias significativas a lo largo de las cuatro observaciones,
desde la linea base hasta los 30 dias de tratamiento. La linea base parti6 de muestras con
superficies homogéneas lisas, incluso pequenas irregularidad debido quiza, al pulido previo
paraestandarizar las muestras. Luego, se evidencio una transformacién estructuralen forma
de “panal de abeja” producto de la desmineralizacion. Con los primeros 15 dias de
tratamiento, se redujo la profundidad de los agujeros y se vieron depdsitos de minerales
cualificadas en cantidades leves y parciales. Finalmente, a los 30 dias de tratamiento, ya no
se observo la apariencia de “panal de abeja”, y por el contrario, se observaron particulas

globulares de depositos esparcidos uniformemente en todos los grupos de pastas dentales.

Existen mas estudios con evaluaciones cualitativas con SEM, usualmente sobre CPP-ACPF,
aunque muchos enfocados al efecto desensibilizante en superficies de dentina. El hallazgo
encontrado al respecto, tiene similitudes con algunos autores, quienes no encontraron
diferencias entre algunos grupos de pastas dentales. Por ejemplo el estudio de Poggio et al.
(2016), es de los pocos que aplicaron comparaciones estadisticas de los scores de SEM al
igual que en este estudio. Aunque su evaluacién no comprendié un modelo de pH como tal,
es decir, desmineralizacion para formar caries como el realizado en este estudio. Pudo
corroborar un efecto protectivo similar de los dentifricos HA+F y CPP-ACPF, luego de la
aplicacion de un agente blanqueador. Asimismo, Brar etal. (2017) vio formaciones similares
de glébulos de precipitados de CaF2 con los dentifricos CPP-ACPF y f-TCP a los 6 meses de
terapia. Aunque no coincidimos con Narayana et al. (2014) y Manoharan et al. (2018) en
evaluar a por lo menos dos de los dentifricos de este estudio, los autores concluyeron que el
grupo CPP-ACPF logré formar prismas de esmaltes definidos a los 10 y 21 dias de terapia,
respectivamente. En contraste a losresultados de este segundo estudio, Kamath etal. (2017)
hallé que el dentifrico HA+F fue superior en recubrir superficies desmineralizadas respecto
a los dentifricos CPP-ACPF y f-TCP a los 14 dias de tratamiento. Mientras que para Leila etal.
(2017) y Soares etal. (2017), CPP-ACPF fue mas efectivo que HA+F alas 30 dias de terapia y
para Patil etal. (2013), f-TCP evidenci6 superficies regulares y mejores al de la pasta dental

CPP-ACPF a los 7 dias de tratamiento.
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En resumen, a pesar de las limitaciones de este segundo estudio in vitro, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre las cuatro pastas dentales de calcio y fosfato
reforzados con flior, en términos de potencial de remineralizacién segin lo determinado
por indicadores de perfil mineral (Contenido y ganancia mineral) y ultraestructural (Scores
SEM 5000x) en lesiones de caries inducidas. Mientras los contenidos minerales se
recuperaron con respecto a la linea base a los 15 dias de tratamiento, las estructuras de
esmaltes fueron formando depdsitos minerales a lo largo de 30 dias de tratamiento. Este
resultado podria reflejar que los fluoruros en sinergia con el calcio y el fosfato crearian un

efecto protector para remineralizar.

Eficacia de cuatro dentifricos a base de calcio-fosfato-fluor en la regresion de lesiones

de manchas blancas en nifios: Un ensayo clinico randomizado (Estudio 3).

Laterceraparte de la tesis determin¢ la eficacia de la terapia de cuatro dentifricos con calcio,
fosfato y fldor a las tres semanas de aplicacion sobre lesiones de manchas blancas, en
comparacion a una pasta dental fluorada convencional. Para ello, se llevé a cabo un e nsayo
clinico randomizado en una muestra de 52 nifios de seis y siete afios de edad, tratados con
terapia combinada topica con cubetas y cepillado eléctrico. La evaluacién de la eficacia de
esta terapia se estudié desde el punto de vista de los andlisis de regresion y descalcificacion

de la lesion de mancha blanca.

Como parte de los procedimientos metodolégicos de este tercer estudio, los participantes
cumplieron unos criterios de inclusién y exclusiéon especificos, con un tamafio muestral
calculado y donde, afortunadamente, la pérdida por falta de seguimiento y/o colaboracion
respecto al tratamiento, no disminuyé el tamafilo minimo definido para una muestra
representativa. Sobre la inclusién de edades de seis y siete afios fue debido a que tendrian
caracteristicas dentales similares. En estos grupos, las WSL no estaban relacionadas a
historia de tratamientos de ortodoncia; sino a un factor decisivo en el desarrollo de caries
como es el déficit en la higiene oral. En la literatura se reporta algunos estudios que
correlacionan de forma inversa la prevalencia de WSL y la edad, es decir, los mas jovenes
estarian mas afectados con WSL que respecto a los adultos (Sundararajet al,, 2015). Esto
también coincide con que son los grupos de edades donde existe el primer contacto de
azucares fermentables con la denticion permanente y en un periodo escolar donde suele

disminuir el control de habitos de alimentacion.
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Las caracteristicas del grupo etario fue que presentaban un proceso de erupcion similar. La
mayoria de ellos con incisivos centrales mandibulares con erupcién total, incisivos centrales
maxilares casi totalmente erupcionados e incisivos laterales mandibulares en proceso de
erupcién. Aunque solo se pudo estudiar una muestra de varones, se debe considerar que esto
no generaria ventajas sobre las mediciones de las variables de este estudio. Si bien las
mujeres tienden a exhibir mayor interés por la higiene oral, no se ha podido deter minar si

existen diferencias del riesgo de WSL entre varones y mujeres (Bock et al, 2017a).

El estado socio-econdmico no fue considerado, pero se debe tener en cuenta que la muestra
procedia de una regidon geografica caracteriza por ser oriunda en cuanto a su alimentacién y,
seguramente, similar respecto al acceso a la salud médico-dental. Asimismo, los
participantes pertenecieron a un centro educativo publico donde tenian clases a un horario
especifico y un desayuno escolar igual para todos. Todo esto permitiéo estandarizar los
tratamientos del estudio. Finalmente, al haberse realizado un proceso de aleatorizacion, la

muestra deberia ser similar.

Uno de los criterios fundamentales fue la inclusion de por lo menos una WSL. Considerado
el eje de la revision, WSL tenia que estar visible y sin cavitacién para que ofrezca la
posibilidad de una remineralizacién (Bock et al, 2017a). Las WSL debian presentarse en
dientes anteriores considerando que su evaluacion resultaria sencilla en términos de
mediciones, gracias a una adecuada visién del campo operatorio. Los dientes anteriores
serian un grupo dentario susceptible de WSL, producto de la corta distancia entre el tejido
de soporte y el diente que dificulta la higiene oral. La literatura sefiala la mayor prevalencia

en el orden siguiente: incisivos laterales, caninos e incisivos centrales (Hochli et al., 2017).

Ahora, sibien se evaluaron dientes que podrian estar a la mitad de un proceso eruptivo, esto
no afect6 el calculo de las variables principales como el porcentaje del area de WSL. Ya que
esta ultima, era calculada enbase ala relacion de las mediciones del areade WSL versus area
del diente. Es decir, las areas observadas en un momento puntual de medicidn, no dependian
del grado de erupcidn. La selecciéon, medicién y calculo de variables de WSL fueron llevadas
a cabo por un examinador entrenado, calibrado y, también cegado de la aplicaciéon del
tratamiento. A pesar que se puede considerar como unidades de medicion a los dientes,
hemos optado porque sean los pacientes. Esto debido a que cada individuo representaria un

aumento medio de WSL de todas las visualizaciones distribuidas en los dientes anteriores.
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Los métodos tradicionales para evaluar WSL son la inspeccidn visual, el examen tactil con
sonda y el examen con fotografias. No obstante, los estaindares de medicién son el analisis
histologico y la microradiografia transversal (Dulanto, 2015), aunque su uso resultaria no
viable por ser invasivo y poco adecuado para la edad de los nifios. Existen otros métodos de
evaluacion que demandan el uso de aditamentos como la fluorescencia inducida por luz
(QLF), la fluorescencia laser (DIAGNOdent), la transiluminacion con fibra 6ptica (FOTI), el
método de conductibilidad eléctrica (ECM) y tomografia de coherencia dptica (OCT). Incluso
hoy se puede encontrar imagenes obtenidas con camaras de fluorescencia intraorales (Vista
Proofy VistaCam iX) (Jablonski-Momeni et al, 2013; Ebrahimi et al, 2017; Heravi et al,
2018). Aunque todos son métodos que resultan prometedores parala odontologia moderna,
todavia no queda claro su fiabilidad para medir con fines clinicos y de investigacion. Ello
debido a multiples factores susceptibles de sesgos por parte del examinador y por las

condiciones orales para realizar el examen (Lapeataine etal,, 2016).

En este estudio, se ha optado por realizar un examen oral acompafiado de un registro
fotografico de WSL, ya que resultaba accesible, viable y no costoso (Paula et al,, 2017). El
indicador de Gorelick o indice de descalcificacion para este estudio (Gorelick etal., 1982), es
el método mas usado pararegistrar WSL en un examen oral en pacientes. Evalua la extension
horizontal de WSL en forma “semicuantitativa” en una escala de cuatro grados que para este
estudio fueron desde una descalcificacion leve hasta una severa. Su valoracion es viable para
el examen clinico, pero aun podria resultar en cierta imprecisién debido a la evaluacion
cualitativa del examinador (Bocketal, 2017b). Es por ello que en el estudio se ha recurrido
ala calibracidon del examinador que result6 adecuada. Con este indice se registr 6 la severidad
de la lesién, no obstante, debido a su limitacién para calcular la extensién de WSL, se optd

por hacer mediciones en fotografias digitales intraorales (Hadler-Olsen et al.,, 2012).

El registro fotografico permitié corroborar silos parametros clinicos de descalcificacion de
WSL se relacionaban con las mediciones cuantitativas de su extensién y de su regresion.
Debido a los componentes subjetivos de las mediciones que se detallard mas adelante, fue
necesario estandarizar la toma fotografica en distancia, luz y angulo de la camara. El registro
se llevo a cabo en un ambiente acondicionado del topico de enfermeria del centro educativo,
ayudados de una camara digital de alta resolucion (14 megapixeles). Optar por fotografias
digitales es aumentar la resolucién para brindar mayor detalle de la mas minima anomalia,

sin embargo, no siempre es preciso (Hoffman etal,, 2015). Obtenidas las imagenes, las areas
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de lesion se obtuvieron por un calculo semiautomatico para brindar mayor precision de las
areas de lesion, primero, corrigiendo a mano alzada los limites de WSL y del diente, y luego,
registrando el resultado del tamafio de pixel brindado por el software Image Pro
(Vanichvatana & Auychai, 2013; Bock et al.,, 2017).

En lo posible se ha tratado de estandarizar el disefio del estudio para reducir los sesgos y
aumentar la fuerza de la evidencia (Pereira et al,, 2017). Se pudo asegurar un doble ciego.
Por un lado, los participantes no estuvieron informados de las caracteristicas de las pastas
de dientes ni de la asignacion. Todos los tubos de las pastas dentales fueron cubiertos, la
apariencia de la crema fue blanca y los didmetros de las aberturas eran similares. Por otro
lado, el examinador de las variables principales no conocia de la asignacion. El estudio
incluyé un grupo control positivo con otro agente de pasta dental que conteniasolo flor (sin
calcio ni fosfato).Por el control de variables mencionado, consideramos que no fue necesario
recurrir a un control negativo (sin tratamiento con pastas dentales o con pastas sin fldor, ni

calcio, ni fosfato) debido a que no justificaba el riesgo en la salud oral en nifios.

Respecto a los resultados, se demostré que todas las pastas dentales disminuyeron
significativamente las areas de WSL y los indices de descalcificaciéon, y mostraron resultados
significativamente mas altos de regresién de WSL. Asimismo, luego del tratamiento, fue mas
probable que los nifios con scores de descalcificacién disminuidos se asociaran mas con las
pastas dentales de estudio que con la pasta control. Con excepcién de CPP-ACPF, esta
asociacion resultd estadisticamente significativa. Ahora, la mayoria de ensayos clinicos
similares han evaluado la pasta dental CPP-ACPF. Mientras que CSPS+F fue mas enfocado

para la sensibilidad dentaria y Clinpro para ser administrado como barniz.

Si bien la literatura ofrece algunos estudios en los que se evaluaron WSL en fotografias
digitales, los disefios del estudio variaron considerablemente en términos de materiales y
métodos, la mayoria fueron realizados con Diagnodent, lo que no permite una comparacion
directa de los resultados. Al respecto coincidimos con algunos estudios como el de Ebrahimi
etal. (2017), quien mostr6 que CPP-ACPF “Mi Paste Plus” y HA+F “Remin Pro” disminuyeron
por igual las dreas de WSL visualizados con VistaCam iX en comparacién al control sin
tratamiento, en una terapia de 10 dias con tres cepillados domiciliarios en nifios de 7 a 12
afios. Estas dos pastas dentales también resultaron efectivas en cuanto a las areas de WSL en

comparacion a un control sin tratamiento segin Heravi et al. (2018), en una terapia de 12
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semanas de autoadministracion con cubetas en pacientes de 13 a 23 afios, también
visualizados con VistaCam iX. El estudio de Llena etal. (2015) también apoy6 la disminucién
de WSL vistos con Diagnodent en el grupo de CPP-ACPF frente a un control de barniz de
fluoruro de sodio al 5%, a las 4 semanas de tratamiento con un cepillado domiciliario por dia
en nifios de 6 a 14 afios. Otros estudios de Yazicioglu et al. (2017) y Mendes et al. (2018),
avalaron la disminucién de areas de WSL vistos con Diagnodent del dentifrico CPP-ACPF a
los 30 dias de tratamiento. Los resultados fueron superiores a una pasta dental fluorada
(1450 ppmF-) segun el estudio de Yazicioglu et al. (2017) realizado en pacientes de 18 a 30
anos con dos cepillados diarios. Mientras que para Mendes et al. (2018), el efecto fue
superior frente a una pasta dental placebo en nifios de una aplicacién tépica profesional por

semana en ninos de 5 a 13 ainos.

Hubo otros estudios que no encontraron el efecto remineralizador hallado en este estudio.
Por ejemplo Rechmann et al. (2016) no hallé diferencias ni disminucién de CPP-ACPF y una
pasta dental fluorada (1100 ppmF-) en los indices de descalcificacion en un tratamiento de
12 meses conunaaplicacién diaria en pacientes de 13 a 26 afios. Huangetal. (2013) tampoco
encontré efectivo CPP-ACPF frente a la atencion domiciliaria en una evaluacion cualitativa
de fotografias luego de ocho semanas de tratamiento con dos aplicaciones diarias en
pacientes de 12 a 20 afos. Estos resultados han sido apoyados por tres recientes revisiones
sistematicas donde se sefiala que se requieren mas estudios clinicos para poder concluir la
mayor eficacia de CPP-ACP/CPP-ACPF frente a una pasta dental placebo y/o fluorada
(Raphael & Blinkhorn, 2015; Pereira et al, 2017; Indrapriyadharshini et al,, 2018).

Sobre las pasta dentales mas recientes como los dentifricos CSPS+F y f-TCP, encontramos
que el estudio de Hoffman etal. (2015) no encontré diferencias ni mejoras en los indices de
descalcificacién entre una pasta dental que contenia CSPS+F “ReNewT™” y una pasta fluorada
(0.15% fluor), a lo largo de seis meses de tratamiento domiciliario en pacientes de 12 a 25
anos. Asimismo, hubieron dos estudios realizados de forma in situ donde no hallaron
diferencias en las areas de lesiones mostradas por f-TCP y una pasta dental fluorada (0.1%)
en 14 dias de tratamiento aplicados con cepillado dos veces al dia sobre aditamentos usados
por pacientes de 12 a 26 aios y visualizados con luz polarizada (Vanichvatana et al,, 2013).
El otro estudio fue el de Shen et al. (2011) frente a una pasta dental fluoradaal 0.1% en 14
dias de tratamiento aplicados como enjuagues de cuatro veces al dia sobre aditamentos

usados por pacientes de 21 a 43 afios observados en microradiografias.
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Si bien se demostro la eficacia de las pastas dentales a base de calcio, fosfato y flior en la
presente investigacion, los resultados fueron significativos mas no curativos. Sin embargo,
consideramos que el enfoque del tratamiento presentado, con un seguimiento prolongado,
seria preferible para investigar resultados de la regresion total de WSL. Una reciente Guia
Practica Basada en Evidencia ha recomendado el uso de fltior acidulado al 1.23% o el barniz
de fluoruro de sodio al 5% como terapia prioritaria para lesiones de caries en superficies
libres (Slayton et al, 2018). No obstante ello requiere la colaboracién de los pacientes,
especialmente, si se trata de nifios. Al haber poca evidencia de las pastas remineralizantes
evaluadas en la presente investigacion, es poco probable que se tenga algo concluyente para
su uso, sin embargo, evaluando el presente estudio creemos que con mas estudios tipo
ensayos clinicos de las pastas dentales mencionadas se podra brindar resultados mas
concluyentes, afiadidos al andlisis que se debera tener sobre el costo-beneficio y la

aceptacion por parte del paciente sobre la administracion en consultorio y el domiciliario.

En resumen, a pesar de las limitaciones de este tercer estudio tipo ensayo clinico
randomizado, se observaron diferencias estadisticamente significativas de las cuatro pastas
dentales de calcio y fosfato reforzados con flior en comparaciéon a una pasta dental solo
fluorada (1100 ppmF-), en términos de potencial de remineralizacion segin lo determinado
por indicadores cuantitativos (dreay regresion) visto por medio de registros fotograficos y
cualitativos (descalcificacién) observadosen el examen oral de lesiones de manchas blancas,
a las tres semanas de tratamiento, con terapia combinada de aplicacién tépica en cubetas y
de cepillado manual-eléctrico. Este resultado podria reflejar que las pasta dentales a base de

calcio, fosfato y flior tendrian un efecto regresivo de WSL.
Limitaciones y generalidades.
Se deben considerar las limitaciones de los estudios.

Del estudio 1. En primer lugar, se trata de un estudio in vitro donde es dificil que el modelo
de ciclado imite las mismas condiciones orales. No obstante, los tratamientos respondieron
a los objetivos planteados y pudieron compararse con los controles de saliva y caries
artificial. También hubo dificultad para repetir las mediciones de VHN bajo las mismas
condiciones iniciales (posiciones), sin embargo, como estrategia se calcul6 el promedio de

tres indentaciones para suplir esta imprecisién. Otra limitacion fue que el procedimiento
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SEM realizado sin recubrimiento de oro,no optimiz6 la calidad de las imagenes. No obstante,
se pudo analizar los scores de la morfologia como macroestructura, describiendo de forma

cualitativa las irregularidades, mas no las formaciones globulares.

Del estudio 2. Al igual que el estudio 1, a pesar de tratarse de un estudio in vitro con
limitaciones para imitar las condiciones de saliva, el modelo respondié a los objetivos
planteados. Luego, otra limitacién fue de no contar con grupos controles de saliva y caries
artificial, pero nos justificamos por el hecho de la demostracion previa del funcionamiento
del modelo corroborado en el estudio 1, asimismo, por el poder de mediciones mas exactas
con SEM-EDS en el seguimiento realizado a muestras “cuasipareadas” por las

consideraciones ya explicadas de aleatorizaciéon de dientes y superficies.

Del Estudio 3. La muestra fue solo de nifios varones, no obstante, no existe evidencia de
diferencias entre elriesgo de WSL segiin género.Eltamafio de muestra discreto fue calculado
en base a mediciones cualitativas de descalcificacion y no del tamafio de WSL. No obstante,
los datos tuvieron una distribucién normal logrando aplicar estadistica paramétrica y con
una analisis Post-hoc potente. No fue posible evaluar la actividad de la lesién, sin embargo,
esto no impidi6 realizar el seguimiento y valorar los resultados. Aunque el tiempo de
seguimiento fue modesto, hubo resultados significativos, por lo que ponemos en enfoque el
modelo de aplicacién combinado realizado. Asimismo, no fue posible evaluar los cuidados
de higiene oraladicionales quelos participantes podrian haber realizado durante el dia luego
del experimento, como el uso de otro tipo de dentifricos y/o ntimero de cepillados extras.

Tampoco sus habitos alimentarios que podrian contener exceso de aztcares fermentables.

Respecto a las generalidades de esta investigacion:

Con los resultados de los estudios 1 y 2, se puede generalizar a modelos in vitro en dientes
humanos que empleen modelos de ciclado sobre caries artificiales, cuyo protocolo de
tratamiento incluya aplicacion topica sobre el diente y cepillado eléctrico, y para
evaluaciones de seguimiento de VHN y SEM-EDS. Con los resultados del estudio 3, se puede
generalizar a personas con edades entre seis y siete afios, que estén afectados por WSL,
desde una gravedad leve hasta severa y cuyo protocolo de tratamiento incluya desde la
aplicacion profesional de dentifricos con cubetas topicas, y procedimientos domiciliarios de

higiene oral diaria con cepillado.
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Consideraciones futuras y razones para justificar el uso de tratamiento con pastas

dentales a base de calcio y fosfato, reforzadas con fldor.

Basados en la revisiéon de la literatura y en los resultados llevados a cabo en esta tesis
doctoral se ha demostrado que las pastas dentales formuladas con calcio y fosfato,
reforzadas con flior se muestran efectivos para el tratamiento de lesiones tempranas de
caries. Pese a que existen y ademas estdn surgiendo nuevas terapias remineralizadoras, los
resultados lograron un efecto clinico en pacientes nifios, incluso en un modelo de caries
dental, respecto al desempefio de la saliva y a un tratamiento con pastas dentales fluoradas
convencionales. En ese contexto surgen preguntas que deberan ser explicadas en futuras
investigaciones como ;Seranlosresultados del efecto remineralizador de las pastas dentales
a base de calcio y fosfato estadisticamente significativos pero no clinicamente relevantes?
;Sera posible justificar como medida preventiva, la adicion de calcio y fosfato a todas las
pastas fluoradas en pacientes que pudieran o no estar afectados por lesiones activas de
caries dental? ;Cual sera el coste-beneficio del uso de estas medidas preventivas? ;El efecto
sinérgico de calcio y fosfato junto al fldor justificarian concentraciones de flior inferiores a
la minima legal establecida en ciertos paises? ;La adicion de flior creara diferencias entre
de desempefio de las pastas de calcio y fosfato o su desempeiio sera similar o inferior? Todas

estas interrogantes deberan irse contestando en futuras investigaciones.
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IX. CONCLUSIONES

Los estudios realizados muestran que las pastas dentales basadas en calcio-fosfato-fltior se

presentan efectivas para el tratamiento de lesiones iniciales de caries:

- Las pastas dentales a base de calcio y fosfato potenciadas con fluoruro
aumentaron la microdureza y redujeron la permeabilidad del esmalte en

comparacion con la saliva artificial en un ambiente de caries simulado.

- Las pastas dentales formuladas con calcio-fosfato mostraron un efecto protector
comparable al aumentar la concentracion de iones [Ca], [P] y [F], y al formar
estructuras globulares en las superficies de esmalte bajo un ambiente de caries

artificial.
- Las pastas dentales con fosfatos de calcio y fldor fueron mas efectivas para

reducir el area y mejorar la apariencia de descalcificacion de WSL usando la

terapia combinada con cepillado y aplicacién tépica.
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X. CONCLUSOES

Estudos mostram que os dentifricios a base de fluoreto de calcio-fosfato sao eficazes no

tratamento de lesdes iniciais de carie:

- Os dentifricios a base de calcio e fosfato melhorados com flior aumentaram a
microdureza e reduziram a permeabilidade do esmalte em comparagdo com a

saliva artificial em um ambiente simulado de carie.

- Os cremes dentais formulados com fosfato de calcio mostraram um efeito
protetor comparavel, aumentando a concentracdo de fons [Ca], [P] e [F], e
formando estruturas globulares nas superficies do esmalte sob um ambiente de

carie artificial.
- Pastas dentais com fosfatos de calcio e flior foram mais eficazes na redugdo da

area e melhorando a aparéncia de descalcificagio da WSL usando terapia

combinada com escovacgao e aplicacdo topica.
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Aprobacién Comité de Eticade los estudios 1y 2
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17 de mayo de 2017
CEIC Hospital Clinico San Carlos

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

Dra. Mar Garcia Arenillas
Presidenta del CEIC Hospital Clinico San Carlos

CERTIFICA

Que el proyecto de investigacidn titulado "Efectividad de productos a base
de fosfato de calcio con flior en la remineralizacion de lesiones de
caries en esmalte.” con cddigo interno n® 17/203-E_Tesis del que es autora
D@ Julissa Amparo Dulanto Varga y directoras/tutoras la Dra. Gloria Saavedra
Marban y la Dra. Maria Rosa Mourelle Martinez de la Facultad del
Odontologia, Departamento de Estomatologia IV, (Profilaxis, Odontopediatria y
Ortodoncia) de la Universidad Complutense de Madrid, ha sido estudiado por
este Comité, no habiéndose realizado objecidn alguna al mismo.

Es por ello que el Comité informa favorablemente sobre la realizacion de
dicho proyecto.

Presidenta del CEIC Hospital Clinico San Carlos
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ANEXO 2

Aprobacién Comité de Etica del estudio 3

‘1 i o Informe Dictamen Protocolo Favorable
M Hospital Clinico San Carlos CP. - CL 18/014E Tesis
SaludiMadrid EZ comunidad de Madrid 19 de febrero de 2018

CEIC Hospital Clinico San Carlos

Dra. Mar Garcia Arenillas
Fresidenta del CEIC Hospital Clinico San Carlos

CERTIFICA

Que el CEIC Hospital Clinico San Carlos en su reunion del dia 07/02/2018, acta 2.1/18 ha evaluado la propuesta de
Tesis:

Titulo: "Efectividad de productos a base de fosfato calcico y flior en la remineralizacion de lesiones de
manchas blancas: Un ensayo clinico aleatorizado”

Codigo Interno: 18/014-E_Tesis

Autora: Julissa Amparo Dulanto Vargas

Directoras: Dra. Gloria Saavedra Marban v Dra. Maria Rosa Mourelle Martinez. Facultad de Odontologia de la UCM
Que en este estudio:
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o Es adecuado €l procedimiento para obtener &l consentimiento informado.
o La capacidad del investigador y los medios disponibles son adecuados para llevar a cabo el estudio.

o El alcance de las compensacionss econdmicas previstas no interfiere con el respeto de los postulados
eticos.

o Se cumplen los preceptos €ticos formulados en la Declaracion de Helsinki de la Asociacidn Médica mundial
sobre principios éticos para las investigaciones médicas en seres humanos y en sus posteriorss revisiones,
asi como aquellos exigidos por la normativa legal aplicable en funcidn de las caracteristicas del estudio.

Es por ello que el Comit2 informa favorablemente sobre Iz realizacion de dicha Tesis.

Lo que firmo en Madrid, a 19 de febrero de 2018

Dra. Mar Garcia Arenillas
Presidenta del CEIC Hospital Chnico San Carlos

Hespital Clinico San Carlos Pagina 1 de i
Profesor Martin Lagos, s/n. - Puerta G - 4® Norte  Madrid 28040 Madrid Espafia
Tel. 91 330 34 13 Fax. 91 330 32 99 Correo electronico ceic.hcse@salud. madrid.org
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ANEXO 3

Consentimiento informado

FORMULARIO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

YD
En calidad de padre delnifio{a):

Declaro
Que los Doctores Julissa Amparo Dulanto Vargas y Kilder Maynor Carranza Samanez

RECONOZCO que se me ha informado de que:

El proposito del tratamiento preventivo es eliminar y/o disminuir en lo posible, los dientes dafados por
lesiones de manchas blancas producidas por caries. La caries es producida por varios factores y se hace mas
activa por una dieta excesiva en azucares y habitos de cepillado incorrectos.

Para realizar el diagnostico es necesario realizar una exploracion clinica y obte ner fotografias cientfficas para
evaluar la lesion de caries. Para el tratamiento restaurador y se realiza a traveés del uso de pastas dentales
remineralizantes en el cepillado dental eléctrico y de aplicacion topica.

La intervencion dental es guiada por los odontologos en las instalaciones del centro educativo. No existe
riesgo de ningun tipo para los participantes, ya que la exploracion y tratamiento apenas incluira material
estéril no invasivo.

El proposito del tratamiento preventivo es restaurar los dientes danados por caries, por medio de pastas
dentales remineralizantes.

Me han explicado que el tratamiento de laslesiones actuales no evitatener caries posteriormente, sino que
elnifioa) ylafamilia tienen que eliminar |as causas que Ias ha provocado, siendomi responsabilidad informar
para que nino(a) siga, el Programa de Salud Dental para evitar la recidiva de |z enfermedad.

Reconozco:

- Que las explicacdones se me han facilitado en un lenguaje claro y sencillo. Que el tratamiento de los
pacientes infantiles se extiende con Unico proceso que abarca tres semanas.

- Que los doctores me han informado sobre el estado de salud oral del nifo(a) y las necesidades
terapéuticas actuales, se me dado |a oportunidad de plantear preguntas y solucionar mis dudas.

- Asimismo, sé que |a informacion se tratara con total privacidad y confidencialidad. En el caso de los
registros fotograficos, seran para fines cientficos.

- Por ello, manifiesto que estoy satisfecho con |a informacion redbida y comprendo el alcance y los
riesgos que se va a practicar en el estudio.

En tales condiciones, suscribo el consentimiento informado y autorizo a los doctores para asistir al nifiofa),
realizar los procedimientos clinicos, asi como para el uso cientifico y docente de los registros que se me
realicen. Este consentimiento puede serrevocado discrecionalmente por mi, sin necesidad de justificadon ni
explicacion alguna, en cualquier momento.

Y para que asi conste firmo el presente original en Cusco el dia ... del mes Dicdembre de 2017.

Fdo. El Odontdlogo Firma y DNI del padre y/o Apoderado.

73



Anexos

ANEXO 4

Hojainformativa

HOJA INFORMATIVA

EFECTIVIDAD DE PRODUCTOS A BASE DE FOSFATO CALCICO Y FLUOR EN LA REMINERALIZACION DE
LESIONES DE MANCHAS BLANCAS

Justificacion

La caries es producida por varios factores y se hace mas activa por una dietaexcesivaenazucares y habitos
de cepillado incorrectos. La prevalencia de manchas blancas y/ o caries incipiente se encuentra elevada en
las diferentes edades a nivel mundial, sobretodo, en |z etapa de |a nifiez. Se quiere evaluar las diferentes
técnicas no invasivas como pastas dentales remineralizadoras de lesiones de caries a fin de evaluar la
prevencion que ejercen en las mismas, y asi mismo, las técnicas de cepillado manual y eléctrico.

Riesgos
No existe riesgo de ninguin tipo para los participantes, ya que |a exploracion y tratamiento solo incluira
material estéril no invasivo.

Beneficios
Contar, si se desea, con el informe sobre su estado de salud oral del nifio paralaprevencion de caries de sus
efectos.

Compromiso

Los investigadores se atendran en todo momento a3 proteger los datos de caracter personal. Los
investigadores se comprometen a entregar al participante, que lo solicite, un informe con sus resultados.
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XIII. ANEXO 5: Resumen en inglés

Background: White spot lesions (WSL) represent the first sign of dental caries due to an
imbalance of the demineralization process (des) - remineralization (re). Fluorinated agents
are commonly used for the treatment of WSL, however, there are also therapies that have
introduced new nanoparticle technologies. Among the products that use complexes of
calcium [Ca], phosphate [P] and fluorine [F] we find Remin Pro®), which is hydroxyapatite-
fluoride (HA+F); Mi Paste Plus™, which contains casein phosphopeptide-amorphous
calcium phosphate fluoride (CPP-ACPF); Clinpro™ Tooth Creme, fluoridated tricalcium
phosphate (f-TCP) and Sensodyne® Repair&Protect, calcium sodium phosphosilicate
fluoride (CSPS + F). Itis believed that this combination of minerals may be able to stop active
lesions of caries by means of the complex action of its ions for the mineral gain. The study
hypothesis was that toothpastes based on calcium-phosphate-fluoride are effective for the

treatment of initial lesions of caries.

Objective: The objective of this series of studies was to evaluate the effectiveness of four
toothpastes based on calcium-phosphate-fluorine in the remineralization of initial caries
lesions observed in the microhardness and morphology (Study 1), the mineral-

ultrastructural profile (Study 2), and regression and decalcification (Study 3).
Material and methods:

Study 1. Design: Experimental in vitro. Ethics: Approval of the San Carlos Clinic Hospital (CI
17/203-E). Study sample: 104 specimens (e) of enamel. Sample size calculation: Yes.
Exclusion criteria: Initial Microhardness >365 and <250. Randomization: Simple random
Study groups: Experimental G1 (HA+F), G2 (CPP-ACPF), G3 (f-TCP), G4 (CSPS+F) [n=21e/g].
Controls G5 (Control+) and G6 (Control-) [n=10 e/g]. Instrumentation: Specimens in acrylic
blocks (4 e/ b) exposedin solution des (pH 4.4x5 days). PH cycle (des-re) and incubation (37
°C) for 30 days. Intervention: G1-4. Three daily uses of toothpaste (0.1ml) with (i) Topical
application (4'x15 days) and (ii) Electric brushing (1'x15 days); in a pH cycle (3h des, Zhre,
3h des). G5.Only pH cycle (6hre, pH 7.0, 18h H20 deionized). G6. Only pH cycle (2h des; 22h
H20 deionized). Measurements: Microhardness (X of 3 indentations, 100 g, 5'") using Vickers
technique (VHN, Future-Tech, FM-700, Japan) and enamel morphology (n= 4 e/g; Ferreira

scores) observed to 1000x using scanning electron microscope (SEM; Jeol model JSM-820),

75



Resumen en inglés

without gold technique. Blinding and calibration: Yes, from the measurement examiner.
Variables: (a) Microhardness: VHN, recoverybase-re (%SMHR), change des-re (%SMHC). (b)
Morphology: SEM scores. Observations: Baseline, post-des, 15 days and 30 days post-

remineralization.

Study 2. Design: Experimental in vitro. Ethics: Approval of the San Carlos Clinic Hospital (CI
17/203-E). Study sample: 240 enamel specimens. Sample size calculation: Yes.
Randomization: Two-stage (i) Teeth in study groups and (ii) Surfaces in observation times.
Study groups: HA+F, CPP-ACPF, f-TCP, CSPS+F (n= 15 e/g). Instrumentation: Specimens
(3x3mm) exposed in des solution (pH 4.4, 5 days). PH cycle (3h des, 2h re, 3h des) and
incubation (deionized H20, 16h, 37°C) for 30 days. Intervention: Three daily uses of
toothpaste (0.1ml) with (i) Topical application (4'x15 days) and (ii) Electric brushing (1'x15
days). Measurements: Calcium mineral profile [Ca], phosphorus [P] and fluorine [F] (%
Weight, X of 3 measurements) using energy dispersive X-ray spectroscopy (EDS, Oxford Link
[sis Inca) and enamel ultrastructure (Scores de Gupta) observed at 5000 x using scanning
electron microscope (SEM; Jeol model JSM-820), with gold technique. Blinding and
calibration: Yes, from the measurement examiner. Variables: (a) Mineral profile: %Weight
(%W) and mineral gain (MG) of Ca, P, F. (b) Ultrastructural profile: SEM scores. Observations:

Baseline, post-des, 15 days and 30 days post-remineralization.

Study 3. Design: Randomized clinical trial. Ethics: Approval of the San Carlos Clinic Hospital
(CI 18/014-E) and informed consents. Study sample: 52 children. Inclusion criteria: children
of 6-7 years with atleast one WSL (Gorelick indicator "decalcification": 1 - 3) in permanent
anterior teeth. Sample size calculation: Yes. Randomization: Simple randomization. Study
groups: HA+F (n=10), CPP-ACPF (n=10), f-TCP (n=10), CSPS+F (n=11), Control with
conventional fluorinated pulp 1100 ppm F- (n=11). Intervention: Two daily uses of
toothpaste administered at 7 am and 11 am, 5 days a week, for 3 weeks. Three phases of
application: (i) First week: Manual brushing (3') + topical administration (4') for 5 days; (ii)
Second week: Only manual brushing (3') and (iii) Third week: Only electric brushing (3').
Measurements: Areas and regression of WSL observed in dental photographs using Software
Image-Pro v10. Decalcification with Gorelick index (DI) using visual clinical examination.
Blinding: Double blind, examiner-participants. Calibration: Yes, from the measurement
examiner. Variables (a) Lesion regression: areas of WSL (%WSL) and regression of WSL

(ARW). (b) Decalcification: scores DI. Observations: Baseline and 3 weeks post-treatment.
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Results:

Study 1. All toothpastes significantly increased the VHN values of the samples after 30 days
ofapplication. Treatments with HA+F and CSPS+F were also significantly effective at 15 days.
A significantly higher value of %SMHR and %SMHC was observed with treatments HA+F, f-
TCP and CSPS+F in the first remineralization and CPP-ACPF in the second remineralization
compared to the two control groups. The SEM images revealed that all groups were able to

repair the morphology of the enamel surfaces.

Study 2. All dentifrices recovered significantly the content of the samples after 15 days of
application with the exception of HA+F that recovered the content of calcium at 30 days of
treatment. The mineral gain was positive in all groups and did notshow differences between
groups. SEM images revealed that all groups were able to reduce enamel permeability after

demineralization.

Study 3. All the experimental groups showed a significant decrease in WSL, higher values of
ARW and a decrease in the severity of DI from the beginning to the treatment compared to
the control group. The decrease in DI was significantly associated with dentifrices HA+F,
CPP-ACPF and f-TCP (OR<.23) unlike the control group (OR>4.9). Although treatment with
CSPS+F was more effective than the control group in decreasing DI (OR=0.56 vs. OR=2.1), it

was not statistically different.

Conclusions: After the analysis of the three studies, it can be concluded that toothpastes
based on calcium, phosphate and fluoride are effective for the treatment of initial lesions of

caries.

KEYWORDS: CPP-ACP, tricalcium phosphate, calcium and sodium phosphosilicate,

hydroxyapatite, white spot lesions, microhardness, SEM, remineralization.
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XIV. ANEXO 6: Resumen en portugués.RESUMO
Antecedentes:

As les6es de mancha branca (WSL) representam o primeiro sinal de carie dentaria devido ao
desequilibrio da desmineralizacao (des) - remineralizacdo (re). Agentes fluorados sdo
comumente usados como tratamento de WSL, no entanto, outras terapias com tecnologias
de nanoparticulas foram introduzidas. Entre os produtos que utilizam complexos de calcio
[Ca], fosforo [P] e fldor [F] encontramos o Remin Pro®, hidroxiapatita fluorada (HA+F); Mi
Paste Plus™, fosfopéptido de caseina - fosfato de calcio amorfo fluorado (CPP-ACPF);
Clinpro™ Tooth Creme, fosfato tricalcico fluorado (TCP-f) e de reparagdo Sensodyne®
Repair&Protect, calcio fosfosilicato e fluoreto de s6dio (DEP + F). Acredita-se que essa
combinacao de minerais seja capaz de deter as lesdes ativas por meio da agdo complexa dos
fons. A hipo6tese do estudo foi que os dentifricios a base de fluoreto de calcio -fosfato sao

eficazes para o tratamento de lesdes iniciais de carie.
Objectivo:

O objectivo desta série de estudos foi avaliar a eficidcia de quatro dental a base de calcio -
fosfato-fluoreto na remineralizagdo de lesdes de carie iniciais observados na microdureza e
morfologia (Estudo 1) cola perfil mineral-ultraestrutural (Estudo 2), regressao e

descalcificagdo (Estudo 3).
Material e Métodos:

Estudo 1. Design: Experimental in vitro. Etica: Aprovacio do Hospital San Carlos (CI 17/203-
E). Amostra de estudo: 104 espécimes (e) de esmalte. Calculo do tamanho da amostra: sim.
Critérios de exclusdo: 250 <Microdurezainicial <365.Randomizac¢ao: randomizagao simples.
Grupos de estudo: G1 Experimental (HA+F), G2 (CPP-ACPF), G3 (F-PCT), G4 (CSPS+ F) [n =
21,E /G].Controla G5 (Controle+) e G6 (Controle-) [n=10e / g].Instrumentagdo: Espécimes
em blocos acrilicos (4 e / b) expostos em solucdo des (pH 4,4x5 dias). Ciclo de PH (des-re) e
incubacao (37 ° C) durante 30 dias. Intervencdo: G1-4. Trés usos diarios de creme dental
(0,1ml) com (i) aplicacdo tépica (4'x15 dias) e (ii) escovacdo elétrica (1'x15 dias); em um
ciclo de pH (3h des, 2h re, 3h des). G5 Apenas ciclo de pH (6h re, pH 7,0, 18h H20
desionizada). G6 Apenas ciclo de pH (2h des; 22h H20 desionizado). As medi¢coes de
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microdureza: (X trés entalhes, 100 g, 5 "), utilizando técnicas de Vickers (VHN, Future-Tech,
FM-700, Japan) e morfologia de esmalte (n =4 e / g; Pontuacdes Ferreira) observaram para
1000x usando microscopia eletrénica de varredura (SEM; Jeol modelo JSM-820), sem técnica
de ouro. Cegamento e calibracdo: Sim, do examinador de medi¢do. Varidveis: (a)
Microdureza: VHN, reconversao (% SMHR), variacao (% SMHC). (b) Morfologia: escores do

SEM. Observagdes: Inicio, pds-des, 15 dias e 30 dias pds-remineralizacao.

Estudo 2. Design: Experimental in vitro. Etica: Aprovacdo do Hospital San Carlos (CI 17/203-
E). Amostra do estudo: 240 amostras de esmalte. Calculo do tamanho da amostra: sim.
Randomizacdo: Dois estagios (i) Dentes: grupos de estudo e (ii) Superficies: tempos de
observacao. Grupos de estudo: HA+F, CPP-ACPF, {-TCP, CSPS+F (n = 15 e / g).
Instrumentacdo: Espécimes (3x3mm) expostos em solucdo des (pH 4,4, 5 dias). Ciclo de PH
(3 horas, 2 horas, 3 horas) e incubagao (H20 desionizada, 16 horas, 37 ° C) durante 30 dias.
Intervencao: Trés usos didrios de creme dental (0,1ml) com (i) aplicagdo topica (4'x15 dias)
e (ii) escovacdo elétrica (1'x15 dias). Medidas: Perfil de minerais de calcio [Ca], f6sforo [P] e
fltor [F] (% em peso; X de 3 medig¢des) utilizando espectroscopia de dispersdo de energia
(EDS, Oxford Link Isis Inca) e a ultra-estrutura do esmalte (Pontuag¢des Gupta) foi observada
a 5000x utilizando microscopia electréonica Varredura (SEM; modelo Jeol ]SM-820), com
técnica de ouro. Cegamento e calibragdo: Sim, do examinador de medi¢do. Variaveis: (a)
Perfil mineral: %Peso (% W) e ganho mineral (MG). (b) Perfil ultraestrutural: escores do

SEM. Observagdes: Inicio, p6s-des, 15 dias e 30 dias pds-remineralizacao.

Estudo 3. Projeto: Ensaio clinico controlado. Etica: Aprovacio do Hospital San Carlos (CI
18/014-E) e consentimento informado. Amostra de estudo: 52 criancas. Critérios de
inclusdo: criancas de 6-7 anos com pelo menos uma WSL (indicador de Gorelick
"descalcificacdo": 1 - 3), em dentes anteriores permanentes. Calculo do tamanho da amostra:
sim. Randomiza¢do: randomizagao simples. Grupos de estudo: HA+F (n = 10), CPP-ACPF (n
=10),f-TCP (n=10), CSPS+F (n=11), o controlo de fluoreto de pastade dentes convencional
1100 ppm F- (n = 11). Intervencdo: Dois usos didrios de creme dental administrados as 7h e
11h, 5 dias / semana, durante 3 semanas. Trés fases de aplicacdo: (i) Primeira semana:
Escova¢do manual (3 ') + topica em baldes (4') por 5 dias; (ii) Segunda semana: Somente
escovacdo manual (3 ') e (iii) Terceira semana: Somente escovacao elétrica (3'). Medigdes:
Areas e regressido da WSL observadas em fotografias dentarias usando o Software Image -

Pro v10. Descalcificagio com indice de Gorelick (ID) usando exame clinico visual.
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Cegamento: duplamente cego, examinador-participantes. Calibracdo: Sim, do examinador de
medicdo. Variaveis: (a) Regressao de lesdes: areas de WSL (% WSL) e regressao de WSL
(ARW). (b) Descalcificagdo: pontuagdo ID. Observagdes: Inicio e 3 semanas pos-

remineralizacao.

Resultados:

Estudo 1. Todos os dentifricios aumentaram significativamente os valores de VHN das
amostras apds 30 dias de aplicacdo. Tratamentos com HA+F e CSPS+F também foram
significativamente eficazes aos 15 dias. Um valor significativamente maior de% SMHR e%
SMHC foi observado com HA+F, f-TCP e CSPS+F na primeira remineralizacdo e CPP-ACPF na
segunda remineralizacdo em comparacao com os grupos de controle. As imagens do SEM

revelaram que todos os grupos conseguiram reparar a morfologia das superficies.

Estudo 2. Todos os dentifricios recuperaram significativamente o contetido das amostras
apo6s 15 dias de aplicacao, com exce¢do do HA+F que recuperou o conteddo de calcio apds 30
dias de tratamento. O ganho mineral foi positivo e ndo foi diferente entre os grupos. As
imagens do SEM revelaram que todos os grupos conseguiram reduzir a permeabilidade do

esmalte ap0s a desmineralizacdo, formando um revestimento mineral.

Estudo 3. Os grupos experimentais mostraramuma reduc¢ado pos-tratamento significativa de
WSL, maioresvaloresde ARW e diminuicdao na gravidade do DI, em compara¢ao como grupo
controle. A diminui¢do ID foi significativamente associada com HA+F, CPP-ACPF e f-TCP (OR
<.23), ao contrario do grupo controle (OR>4.9). Embora o tratamento com CSPS + F tenha
sido mais eficaz do que o grupo controle em diminuir o DI (OR = 0,56 vs. OR = 2,1), ndo foi

estatisticamente diferente.

Conclusoes: Apds a analise dos trés estudos, pode-se concluir que os dentifricios a base de

fluoreto de calcio e fosfato sdo eficazes no tratamento de lesdes iniciais de carie.

PALAVRAS-CHAVE: CPP-ACP, fosfato tricalcico, fosfosilicato de calcio e sdédio,

hidroxiapatita, lesdes de mancha branca, microdureza, SEM, remineralizacao.
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