BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA

FACULTAD DE ESTOMATOLOGIA

MODIFICACION DE LOS NIVELES DE PH SALIVAL CON EL USO DE
DENTIFRICOS CON ARGININA EN NINOS PREESCOLARES

TESIS PARA OBTENER EL TiTULO

MAESTRIA EN ESTOMATOLOGIA CON OPCION TERMINAL EN PEDIATRIA

PRESENTA
Jade Yolanda Sanchez Sanchez
Matricula: 222450012

DIRECTOR DE TESIS
D. en C. Cristian Dionisio Roman Méndez
ID. 100392244

DIRECTOR METODOLOGICO 2
M. D. P. Abigail Martinez Guerrero
ID. 100528238

DIRECTOR DISCIPLINARIO

E. P. Nila Claudia Gil Orduiia
ID. 100202788

Junio 2024






Oficio No. FESIEP/CIFE/062/2024

C. Jade Yolanda Sanchez Sanchez

Estudiante de la Maestria en Estomatologia

Con opcidn en Terminal en Pediatria

Matricula No.: 222450012

Secretaria de Investigacion y Estudios de Posgrado
Facultad de Estomatologia

Benemérita Universidad Auténoma de Puebla
PRESENTE

Sirva este medio para enviarle un cordial saludo, asimismo, la-que:suscribe MEP. Gisela Nataly Rubin de Celis
Quintana en mi calidad de Secretaria de Investigacion y Estudios de Posgrado de la Facultad de Estomatologia de'la
Benemérita Universidad Auténoma de Puebla; para comunicarle una moticia importante en relacién con su proceso
académico.

Con agrado, le_informo que

Titulada;

Esta tesis estd inscrita en el libro de registros No. 09, pdgina 01, con el No. de asignacién 2024234, en-la Secretaria de
Investigacion de esta Unidad Académica. Usted presentard esta tesis para realizar su-examen profesional y asi
obtener el grado de Maestria en Estomatologia.

La aprobacion de la impresion de su tesis represente un hito significativo en su trayectoria-academica y. profesional.
Es el reflejo de su arduo trabajo, dedicacion y la profundidad de su investigacion en el campo.de la Estomatologia.

Le insto a que proceda con los pasos necesarios para la impresiony presentacion de Tesis, cumpliendo con todas las
normativas y plazos establecidos por la Facultad. Esto incluye la revision final de su documento, asegurdndose de
que desemperie todos los requisitos académicos y formatos establecidos, asi como la coordinacion.conla Secretaria
para la programacion de su examen profesional.

Para cualquier consulta, aclaracién o informacion adicional, le invitora contactar directamente.a este Posgrado,
estamos aqui para asistirla en cada paso restante de su proceso académico.

Sin otro particular, le reitero mi mds atenta y distinguida consideracion y le deseo éxita en la etapa final
de esta carrera académica.

Atentamente SERORD
e s

“Pensar bien, para vivir mejor”

MEP. ataly Rubin de Celis Qlyjat R, Wy

Secretaria de Investigacion y Estudioy & osgréd(%{%‘f:f)/
Facultad de Estomatologia v N

* Nota: Se anexa Formato de Impresion de Tesis - C Jade Yolan
de Estomatologia - B.U.A.P. (origina) - p.s.c.y a. y
*C.c.p. Archivo T
*MCO. FIMA/MEP. GNRCQ/yeneth

Secretaria de Investigaciony | 31 poniente 1304, Col. Volcanes

Estudios de Posgrado | Puebla, Pue.
Facultad de | C.P. 72410
Estomatologia | Tel. Of. 22*22 29 55 00
Ext. 5526



BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA
FACULTAD DE ESTOMATOLOGIA
SOLICITUD DE AUTORIZACION DE IMPRESION DE TESIS RECEPCIONAL

Para obtener el Grado de: Maestra en Estomatologia con opcion terminal en Pediatria

No. Registro CIFE: 2024234  Fecha de Registro ante CIFE: lunes 22 de enero del 2024.

Titulo de la Tesis: “Modificacion de los niveles de pH salival con el uso de dentifricos con arginina en nifios preescolares”.

Nombre del alumno: Jade Yolanda Sénchez Sanchez. Matricula: 222450012.
Domicilio: Calle chohtenje}/tl 21 Santa Maria Acuitlapilco 90110 Tlaxcala, Tlaxcala.
Tel: 77*12 27 6&93, . Fecha de ingreso a la Facultad: [unes 03 de enero del 2022.

;\
Firma: i

e

Director de Tes:s .DC - c r/s/{pn Dionisio Romdn Méndez.  Grado académico: Doctor en ciencias quimico-biolégicas

Adscrlpc:o[; 'F ul ;,' }_Estbmato[og:’a. ID: 100392244. Tel: 22721 83 83 36.
Firma: W, ,ﬁffﬂjﬁ:
U S

Director Dlsc1pllnpr16 fEP Nﬂa Claudia Gil Ordufia.  Grado académico: Especialidad en estomatologia pedidtrica.

Adscrlpaop.“f-'acul tad ,.?‘? Estomatol ogia. ID: 100202788. Tel: 227221267 11.
&
Firma: _| = (1{* - /

&
il

Director Metodologlco MDP Abigail Martinez Guerrero. Grado académico: Maestria en desarrollo pedagdgico.

Adscrlpaon Facu!taﬁdé Estomatologla ID: 100528238. Tel: 22724 55 33 87.

Firma:

Lector: MO. Estela

[ Carmen Velasco Ledn. Grado académico: Maestria en ortodoncia
Adscrlpcn{r{(Fbcu/l ad de Estomatologla 1D:100225455 Tel: 2272323 48 42.
ACALL
Firma: /

7 .

Nombre y firma de aprobacion del responsable de la Maestria en Estomatol_g,giatonQ{Jcién terminal en

i oz p BT e
Pediatria. - / ;

P 3 P ,l ‘,,-' -
!
. . . ~ & r ,%':'f//
EEP. Nila Claudia Gil Orduna Firma: __~____— jfii~

)
La Secretaria de Investigacion y Estudios de Posgrado de la Facultad de Estomatologia, autoriza la

}J;resﬁﬂwdglgwleﬂs D

RD 4™
MEP. Gisela

taly Rubin de Celis Quintana

Fecha actual: jueves 13 de junio del 2024.




Constancia No. FESIEP/CIFE/005/2024

DC. Cristian Dionisio Romdn Méndez

Responsable del Proyecto de Investigacion
Secretaria de Investigacion y Estudios de Posgrado
Facultad de Estomatologia

Benemérita Universidad Auténoma de Puebla
PRESENTE

Sirva este medio para enviarle un cordial saludo, asimismo la que suscribe MEP. Gisela Nataly Rubin de Celis
Quintana en mi calidad de Secretaria de Investigacidn y Estudios de.Posgrado de la Facultad de Estomatologia de la
Benemérita Universidad Autdnoma de Puebla, y tras un detenido andlisis y.evaluacion en el Proyecto de Investigacion
(Colectivo):

Nombre del Titulo del Proyecto:

“Modificacién de los niveles de pH salival con el uso de.dentifricos con argining-en nifios.preescolares.”.

Presentado por;

ID y/o

No. Cargos Nombres Matricula

1 Responsable del Proyecto de Investigacién: | DC. Cristian Dionisio Romdn Méndez- | 100392244

2 Directora Metodoldgica: MEP. Abigail Martinez Guerrero 100528238

3 Directora Disciplinaria: EEP. Nila Claudia Gil Ordufia 100202788

) Dra. Marcela Montes Villarreal
4 GG B Universidad Auténoma de Nuevo Ledn e

Estudiante de Maestria en Estomatologia:

; g C. Jade Yolanda Sénchez Sdnchez 222450012
Terminal en Pedigtria

HAGO CONSTAR. que, ha sido oficialmente ACEPTADQ. Este relevante proyecto. ha sido registrado ante el Comité de

Investigacion de la Facultad de Estomatologia (C.I.F.E.), inscrito en el libro.de registros No. 09, pdgina 01, bajo-el No. de

asignacion 2024234, en la Secretaria de Investigacion de esta Unidad Académica.

———

Para los fines legales que los interesados convengan, y sin otro particular, reitero a Usted mi mds atenta'y distinguida

consideracion. v
22 \DAD ,
Atentamente "o DE ESTOy,

( 2TOm,
« . . . AP RCION § ~n

Pensar bien, para vivir mejor e s
H. Puebla de 7., a lunes 22 de enero del

7 ),

0,
» o
5,5y

Facultad de Estomatologia

*C.c.p. Archivo
*MCO. FJMA/MEP. GNRCQ/¥aneth

Secretaria de Investigaciony | 31 poniente 1304, Col. Volcanes
Estudios de Posgrado | Puebla, Pue.
Facultad de | C.P. 72410
Estomatologia | Tel. Of. 22*22 29 55 00
Ext. 5526



AGRADECIMIENTOS

A Dios, por estar presente en cada pensamiento, palabra y accion, por darme las
fuerzas, sabiduria e impulso para realizar este proyecto a pesar de las

adversidades.

A mis padres, abuelos y hermanas, por siempre apoyar mis nuevas metas y estar

dia a dia por estos dos afios, siendo pacientes y dando su eterno amor.

A mi director de tesis y equipo de asesores, por guiarme, ensefilarme y corregirme,
por brindar su tiempo, conocimiento y paciencia. Este proyecto no seria lo que es

sin ustedes.

A mis amigos y maestros del posgrado de pediatria, a quien ahora llamo familia, sin
guienes estos dos afios no hubieran sido los mismos. Por su alegria y motivaciéon

gue me inspiran a ser mejor.



INDICE

INDICE DE ABREVIATURAS. ...ttt ettt ettt ettt et ettt e e e eeaaeaaeeeeseaeeasaaannnnnnnnrenee 9
INTRODUCCION ......ocveviviieteteietetete ettt ettt s e s bbb s s s bbb bbb bbb b s s bebesebebe bbb ebebesesesesens 10
ANTECEDENTES GENERALES ...ttt e e e e e e ettt et s e s e e e e eeeeaeeesbana e es 12
1 L6 =TT UEPT PP 12
1.1 Proceso de desmineralizacidn - remineralizacion..........ccccccovveeiiiiiiinieeieeeeeeee e 12
2. 2]T0] 111 o TP OO PR ORI PP PPN 14
3. Bacterias productoras de amMONIO ........cceccuuiiieeeiiiiiieee et e e e e e e e e 15
4. Y- |11 T S U U PP PP TOVPRPOPPPRRIOt 16
o I o1 T 11V | SRR 17
5. F A =41 1 - TSP PP PR 18
oI Yol o] s W [l I AN =1 11T ISP PPPPPN 19
6. 0] =T PP PO P PP PP PP PPPPRORP 21
6.1 ACCION @ IQ UICA oottt ettt et e s e s eabe e e e sare e e e sanees 22
7. o] o T W= 1 4 1= TP PR 22
ANTECEDENTES ESPECIFICOS .....vovvieevetetetetete vt st es et tetess s sses s essesesesesens s esesesenssssesesensassseses 23
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEIMA ...ttt ettt e e e e e e ee et s s e e e e e e eeseaesensannenseeeaeanes 29
PREGUNTA DE INVESTIGACION ...ttt ettt saea sttt es st esene s esssenennanans 30
JUSTIFICACION ...ttt bbbt 31
HIPOTESIS ...ttt st 32
OBJETIVOS.....cee ettt ettt et ettt e s et e s bt e sab e e s ae e e s bt e e s ab e e sat e e saseesabeesaneesmbeesaneesaneennneenas 33
(0] o] 11 a1V o I =<1 =T | PR PPPP 33
(0] oY [ ¥ V7o I =T o=l 1 Tole PRI 33
MATERIALY METODOS ......oovevieieeeeteeeeeteteteeeeeeeeeeteses et teas st esesesssessaesessasesetesess s esstesesssesesesensanans 34
DiSEA0 B ESTUIO! ..eeeieeitieiite ettt ettt e b e s be e e be e e nneeenaee s 34
(o] o] - 1ol ToT o VAN 0 d 1V =T o = JP PP UUUUUUPPRPN 34
SElECCION A€ 13 MUESTIA ...iiiiiiiieiiiee ettt s bt e e st e e sbb e e e ssbeeesnaeeenans 34
Criterios d SEIECCION. ...couiiieiiee ettt ettt e sat e at e e s it e e saeeesaeeesaeeas 34
Criterios dE INCIUSION .....iiieiieee et sttt st e st e st e st e sabeesaree e 34
Criterios de EXCIUSION c...eiiiiiiiiieee ettt sttt et s st e s e saneesmnee e 34



VARIABLES .......vvevcteteteucteueteteueteseteseseseaeaeaeseseseseaesesesesesessseseseseseseseseseseseseseseseseseseseseassesesssssnsesnsesnanans 36
CONCORDANCIA Y FIABILIDAD .....oovvevetetetetetetetetetetetetetetesetesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesesssesesesesessanens 37
UBICACION ESPACIO-TIEMPO .....cvevveviereieieretetete ettt ettt sttt se et s bbb b b s s sesesesesesenens 38
LOGISTICA .ottt ettt ettt ettt ettt ettt b bbbt b bbb bbb bbb e b b et e b e b et esebebesesesebebesesesesens 38

RECUISOS NUM@NOS ..ccoiiiieiittrreeeeee ettt e e e e e e e e e e e e e e s e e e s s e taab s bbb saaaaaeeaeeesaaaaaaaaeseeeeeseesnnnns 38

RECUISOS MAtErial®s ... e e e e e e e e r e e e aeeeeeeeeaaaaaaaaseaeessessnnnns 38

RECUISOS fINANCIEIOS. ... i i e e e e e e e e e e e e e e e e s e s bbb s aeeeeeeeeeesaeaeaaaaaseeessesesnanns 39
BIOETICA ..ottt ettt ettt bbbt s bbb et b bbb b bbb b e b e b e b e bbb e b e s et ebesesesebesesesesesene 40
PROCEDIMIENTOS, TECNICAS Y FUENTES DE RECOLECCION........cvcveveverevererererere e 41
ANALISIS ESTADISTICO ....vvveetcteteteteteteteteteseeeteaeseaeaeaeseseaeaeseseseseseseassesesesesesssessssseseseseseasssasssanssenanens 47
RESULTADOS ...ttt ettt ettt ettt e st et et et et et et et et et et et et et et et et et et et etetetesetesetesesesesesene 48
DISCUSION ...ttt ettt ettt ettt st ettt et bbbt bbb et bbb e b e s et et esebesesesesebesesesesesens 56
CONCLUSION ...ttt ettt ettt ettt bbb bbbttt bbb e b e b s e b et et e b et e b ebesebeaeaeseseaeseseseseseseaess 61
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ovvveeeeeeeteteeetete ettt ettt sttt aesenene 62
ANEXOS .....evteteteecteeeteteteteteteaeseseaeaes s eseseasseseseseaesessseseseseseaeseseseseseseseseseseseseseaeseseaeseaeseseanseaeseanaeenanes 67

Y o 1= o T PRSP 67



INDICE DE ABREVIATURAS

ADS Arginina deiminasa

ADS+ Arginina deiminasa positivas

ANOVA Andlisis de varianza bidireccional

Arg Arginina

ATP Adenosin trifosfato

CFD Dentifricos comerciales para nifios

EDS dispersién de energia

EFU Captacion de fluoruro del esmalte

F Fluoruro

FTIR Espectrometria infrarroja por transformadas de Fourier
H+ Hidrogeno

ICP-EOS Espectroscopia de emisién 6ptica con plasma acoplado inductivamente
IEPS Polisacaridos extracelulares insolubles

NaF Fluoruro de sodio

NHsz Amoniaco

PAF Fluoruros potencialmente disponibles

SMF Fluoruro de monofluorofosfato de sodio

SMF+Arg Arginina y monofluorofosfato de sodio

TAD Difusiéon de acido de Taves modificado



INTRODUCCION

La caries es una enfermedad dinamica mediada por biofilm, modulada por la dieta,
de naturaleza multifactorial. Al inicio del proceso de caries, ocurren cambios en el
ambiente del biofilm dental, que lleva a un desbalance donde el pH se vuelve acido
y favorece una poblacibn de alta cariogenicidad que resulta en una

desmineralizacion, la causa de la pérdida mineral de los tejidos duros.

La saliva tiene un efecto amortiguador, que ayuda a regular el pH, a través de
sistemas como el de Arginina Deiminasa (ADS) que produce amonio generando
alcali en el medio bucal. EI amonio actia como aceptor de iones de hidrégeno, lo

gue ayuda a mantener un pH ambiental neutro en el biofilm dental.

La arginina es un aminoacido que en biofilms supragingivales es metabolizado en
amoniaco, didxido de carbdn y adenosin trifosfato (ATP) por bacterias arginoliticas.
En estudios anteriores se ha demostrado que la arginina puede tener un papel
importante en la neutralizacion de acidos y de este modo disminuir una poblacion
bucal de microorganismos de alta cariogenicidad evitando el desarrollo de lesiones
de caries. Actualmente, en México, existen en el mercado dentifricos que contienen
diferentes porcentajes de arginina, ademas de contener fllor; asegurando su accién

remineralizante, antibacteriana y desensibilizante.

Este estudio tuvo el propésito de determinar si el incremento de arginina en el medio
bucal a través de un dentifrico comercial con arginina al 1.5% aumenta el porcentaje
de bacterias arginoliticas y el amonio en boca, de esta forma neutralizando el pH;

manteniéndolo estable o volviéndolo mas neutro. Lo que se puede relacionar con
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una disminucion del riesgo a caries a largo plazo al realizar uso de un dentifrico con

mayores beneficios para los pacientes que se presentan a consulta.

Palabras clave: pH salival, dentifricos, arginina, urea, nifios, preescolares.
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ANTECEDENTES GENERALES

1. Caries

Caries dental es una enfermedad dinamica mediada por el biofilm, modulada por la
dieta y no transmisible, que da por resultado la pérdida de minerales de los tejidos
duros del diente. Hoy en dia, se considera una enfermedad multifactorial, en la que
se ven involucrados la dieta alta en carbohidratos, especies de bacterias
acidogénicas y aciduricas, la susceptibilidad del paciente, factores bioldgicos,
conductuales, psicosociales y ambientales. (1)(2)(3) Actualmente se considera un

problema de salud publica al tener una alta prevalencia en el mundo. (4)

En su desarrollo, se observa que existe un cambio en el ambiente del biofilm dental,
el que es favorecido por el acceso frecuente y constante a una dieta con alto
consumo de carbohidratos (1) y azlcares rapidamente fermentables. (5) Este
desbalance lleva a una poblacién de microorganismo con baja cariogenicidad a una
poblacién de alta cariogenicidad y por consiguiente a una alta produccién de acidos
organicos; conocido como disbiosis polimicrobial. Como resultado, inicia la pérdida
mineral, presentandose de manera clinica como una mancha blanca (6)(7). Este es
un proceso en el que el calcio y el fosfato se disuelven lejos de los cristales de

hidroxiapatita dentro del esmalte. (8)

1.1 Proceso de desmineralizacidn - remineralizacion

Los patégenos cariogénicos que prevalecen en la matriz extracelular del biofilm
dental producen un microambiente altamente acido. Este microambiente favorece

el desarrollo de un entorno progresivamente acidogeno y acidofilo para la
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microbiota, lo que a su vez favorece una mayor acidificacion del biofilm.(7) Esta
interaccion da como resultado una desmineralizacion, que se define como la pérdida
de mineral y disolucion de la estructura en el diente, debido a la presencia de
acidos(3). En la caries dental, este proceso es mediado por el biofilm y ocurre

cuando el pH es menor a 5.5. (7)

El desarrollo de lesiones de caries se puede detener o revertir cuando se elimina el
medio 4cido y la saliva saturada devuelve los minerales de calcio, fosfato y fluoruro
a la superficie del esmalte, reparando la estructura de hidroxiapatita. (9) A este
proceso, llamado remineralizacion, se le define como la ganancia neta de mineral
en un tejido previamente desmineralizado, que depende directamente de la
presencia de estos iones en la saliva.(10) La palabra remineralizacion puede ser
confundida ya que no implica que la lesién haya recuperado su contenido mineral
original(2), solo puede reemplazar minerales en un esmalte y dentina parcialmente
desmineralizados o0 crear una precipitacion mineral amorfa en los espacios

intercristalinos.(11)

El tratamiento de la caries dental consiste en equilibrar los procesos de
desmineralizacion y remineralizaciéon, asi como en controlar los factores de riesgo y
las dietas ricas en hidratos de carbono. Se indica cepillar los dientes para evitar la
acumulacion de biofilm dental, utilizar dentifricos y otros productos bucales que

contengan fluoruro, de esta manera exponiéndolo a los tejidos duros del diente.(9)

La remineralizacion puede ocurrir de manera natural o ser inducida por terapias.
Entre las terapias disponibles se encuentra el fluoruro, el cual tiene un alto nivel de
evidencia cientifica. (11) Se ha evidenciado que el fluoruro, uno de los mejores
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agentes cariostaticos, impide la desmineralizacidén en condiciones acidas, reduce la
pérdida de minerales en el diente y aumenta la remineralizacion en condiciones
neutras, lo que se traduce en una disminucion de la pérdida de minerales.(5) De
manera natural, los iones de calcio libres en el medio bucal sobresaturan la saliva y
favorecen la remineralizacion, a pesar de la carga negativa de los cristales de

hidroxiapatita desmineralizados.(9)

2. Biofilm

El biofilm oral es importante tanto para el estado de salud como para el de
enfermedad. El cambio de la simbiosis a la disbiosis del biofilm es introductorio al
estado patologico de las enfermedades cronicas mediadas por el biofilm, como la
caries dental.(12) El biofilm supragingival comprende comunidades microbianas de
multiples especies con una organizacion estructural compleja y sofisticada, con

actividades metabdlicas y funcionales. (8)

La sacarosa es uno de los carbohidratos dietéticos cariogénicos mas importantes,
debido a que tiene la capacidad de cambiar la estructura tridimensional del biofilm
dental, haciendo a este mas poroso y mejora la adherencia a la superficie dental.
(4) Las bacterias del biofilm dental descomponen la sacarosa para producir &cido
organico, que contribuye a la acidificacion del ambiente. Debido al bajo pH, las
bacterias beneficiosas para la salud bucodental se ven desplazadas y las bacterias

aciddfilas y aciduricas se ven favorecidas para prosperar y dominar.(6)

Como diversos estudios han demostrado que el riesgo de desarrollar caries esta

asociado con la habilidad de ciertos microorganismos de producir acidos a partir de
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carbohidratos fermentables que provienen del tipo de dieta, la homeostasis del
biofilm puede ser una alternativa efectiva para el control de lesiones, produccion de

acidos e inhibir la desmineralizacién dental. (3)

3. Bacterias productoras de amonio

Las bacterias son los principales constituyentes de los microorganismos presentes
en la cavidad bucal y tienen un rol en la patogénesis y desarrollo de enfermedades
bucales(3). Entre las especies de bacterias acidogénicas-aciduricas, el
Streptococcus mutans es reconocido como una variable importante del proceso de
caries; por ejemplo, en caries de la primera infancia, lesiones de caries en el
esmalte, lesiones cavitadas y lesiones en dentina, al igual que en pacientes libres
de caries.(6) Se encuentra involucrado en los cambios de la estructura del biofilm
dental al inducir polisacaridos extracelulares insolubles (IEPS) que se sintetizan
exclusivamente en presencia de sacarosa por la actividad enzimatica de las
glucosiltransferasas.(5)(7) Otras bacterias relevantes en el proceso de caries son,
Bifidobacterium spp, Scardovia wiggsiae, Lactobacillus fermentum, L. rhamnosus,

L. gasseri, L. salivarius, L. plantarum y el grupo de L. casei-paracasei, entre otros.
(1)(4)

Al contrario de S. mutans en caries, Streptococcus sanguinis es considerado una
bacteria comensal modelo asociada con el establecimiento de biofilms dentales
sanos y como un comensal arginolitico, capaz de mantener un pH alcalino dentro
del microambiente bucal mediante la produccién de amoniaco (NH3) a partir de urea

0 arginina, utilizando el sistema arginina deiminasa activado por valores de pH
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ambientales ligeramente acidos que incrementa el pH celular y el pH del biofilm
oral.(6)(13)(14) EI sistema arginina deiminasa esta altamente activo en
Streptococcus gordonii y Streptococcus sanguinis, pero ausente en Streptococcus

del tipo mutans.(15)

El establecimiento temprano en las superficies dentales de cepas arginoliticas con
altas capacidades para competir con S. mutans en biofilms orales puede ser un
potente elemento disuasorio para el inicio de lesiones de caries. (14) Evidencia
previa sostiene que la proteccidén contra caries podria ser lograda al incrementar la

capacidad de las comunidades microbianas de neutralizar el pH del biofilm.(8)

4. Saliva

Saliva es una solucién supersaturada de calcio y fosfato, la fuente de estos iones
es el proceso dindmico de precipitaciéon y disolucién de la hidroxiapatita de calcio,

gue es el componente inorganico esencial de los tejidos duros del diente(10).

La superficie dental esta en constante contacto con saliva y tiene superficies
topograficas distintas e irregulares, lo que promueve sitios de retencion que a su
vez crean sitios de formacion de biofilms.(3). En un equilibrio dinamico, la
sobresaturacién de la saliva es una barrera contra la desmineralizacion y un

requisito previo para el proceso de remineralizacion(10).

Las diferentes proteinas salivales que se encuentran en la saliva, como las mucinas,
las estaterinas, las proteinas ricas en prolina, las inmunoglobulinas y las
fosfoproteinas, pueden fijar el calcio e impedir que las sales de calcio precipiten en

la saliva. Otros componentes tienen la capacidad de elevar el pH de la biopelicula,
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uno de estos compuestos es la sialina, un tetrapéptido con arginina que se

encuentra en la saliva parotidea.

La capacidad de la saliva para eliminar y neutralizar los acidos del biofilm, asi como
el metabolismo de los sustratos salivales, son mecanismos fisiolégicos que pueden
evitar la acidificacion del medio. La hidrolisis de urea por enzimas ureasas y el
metabolismo de arginina a través del sistema de la arginina deiminasa son los dos
procesos principales para producir alcali y de esta forma neutralizar el pH del
ambiente. (16)(17) La saliva contiene de 2 a 6 mmol/L de amonio, que se produce

debido a estos dos procesos.(10)

En estudios in vitro se ha identificado al aminoacido L-arginina como el principal

componente responsable del efecto de aumento del pH en la saliva. (18)

4.1 pH salival

El pH es una medida de acidez o alcalinidad. En saliva, el pH de 7 es definido como
neutral. Los rangos de pH salival en nifilos van de 6.2 a 7.4, este es un valor de
categoria individual, condicionado hereditariamente, inalterable y dependiente de

las secreciones salivales(10).

Cuando las condiciones termodindmicas se vuelven desfavorables a medida que
desciende el pH del entorno bucal, provoca la desmineralizaciébn. Cuando las
condiciones termodinamicas se vuelven favorables y provocan una precipitacion de
hidroxiapatita de calcio, da lugar a la remineralizacién, causando que el nivel de pH

de la boca se estabilice o vuelva a la normalidad.(10)
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Un valor de pH alto en saliva reduce significativamente la acidez en la superficie
dental, lo que reduce la liberacion de iones hidrogeno (H+) de la superficie del
esmalte y disminuye la aparicion de nuevas lesiones de caries. Se ha comprobado
gue los pacientes con bajo riesgo a caries presentan valores de pH salival mas altos,
por lo que el pH se considera un parametro critico en la evaluacion del riesgo a

caries(10).

5. Arginina
Arginina o L-arginina es un aminoacido semiesencial secretada por la saliva en
concentraciones micromolares (50 umol/L)(19) mediante la renovacion de proteinas
y la sintesis de arginina de novo a partir de citrulina(18)(15). También se encuentra

disponible en dietas proteicas y utilizado como suplemento dietético. (3,16)

La molécula de arginina es bipolar, lo que significa que tiene carga tanto positiva
como negativa. Su carga positiva es importante tomando en cuenta que la superficie

del diente esté cargada de forma negativa. Opuestos se atraen. (20)

En biofilms supragingivales, la arginina es metabolizada en amoniaco, dioxido de
carbon y adenosin trifosfato (ATP) a través del sistema arginina-deiminasa(5,16)
por bacterias arginoliticas como Streptococcus gordonii, Streptococcus sanguinis,
Streptococcus parasanguinis, Streptococcus intermedius, Streptococcus australis,
streptococcus cristatus, Streptococcus rattus, Streptococcus salivarius,
Lactobacillus y Actynomyces ssp. (14) En estudios in vivo, alta actividad del sistema
arginina deiminasa es reportado en placa de individuos libres de caries, en

comparacion con aquellos con caries activa. (15)(21)(22)
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El amoniaco ejerce un efecto amortiguador actuando como aceptor de iones de
hidrégeno, lo que ayuda a mantener un pH ambiental neutro en el biofilm.(5)(3) El
metabolismo de la arginina produce amoniaco, que eleva el pH de la saliva y es un
mecanismo de defensa utilizado por las bacterias bucales para evitar que las
bacterias acidogénicas liberen protones. Este pH ambiental relativamente neutro
favorece la supervivencia de las bacterias ADS-positivas (ADS+) a la vez que
previene los procesos de desmineralizacién y el desarrollo de lesiones de caries en

el esmalte.(16)

La expresion del gen ADS es normalmente inducible por la arginina y sensible a la
inhibicién de los catabolitos de carbohidratos, segun estudios que emplean cepas
de laboratorio de estreptococos, pero también se ve potenciada por el pH bajo y los
entornos anaerobicos. La actividad ADS en biofilms orales y la salud dental tienen

una asociacion favorable, segun los hallazgos clinicos y de laboratorio.(14)

5.1 Accion de la Arginina

La presencia y la calidad de la matriz extracelular del biofilm dental puede influir en
la adhesion y la colonizacion bacteriana durante la maduracion y el desarrollo de la
formacion de biofiims debido a las interacciones especificas de los
microorganismos, asi como a la vitalidad de las bacterias y la rugosidad de la

superficie del biofilm.

El glucano es uno de los componentes de la matriz extracelular y es un factor de
virulencia que proporciona estabilidad, permitiendo que las células se organicen en

un ecosistema multicelular cohesivo, modulando el crecimiento y proporcionando
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proteccion a los patégenos. La arginina reduce la rugosidad y las fuerzas de

adhesion del biofilm debido a la baja produccién de glucano. (3)(23)

Hoy en dia, existe tecnologia disefiada para administrar arginina para la produccion
de amoniaco por parte de las bacterias del biofilm; se incorpor6 a pastas dentales
(16) para suprimir la pérdida mineral a través de un efecto amortiguador (buffer) (5)

y puede ayudar a controlar la caries dental. (3)

La combinacion de arginina con fluoruro de sodio presenta un efecto sinérgico frente
a S. mutans al disminuir la proporcion S. mutans/S. sanguinis hacia un consorcio
predominante de S. sanguinis y neutralizando la acidificacion del biofilm. Este
mecanismo impide la seleccion de S. mutans y favorece la hegemonia de especies
productoras de alcali como S. sanguinis(3)(24)(23). La incorporacion del 2% de
arginina en pastas dentales fluoradas comercialmente disponibles incrementaron
significativamente sus propiedades remineralizantes, como se demostr6 al
incrementar la ganancia de minerales, el porcentaje de remineralizacion y la
captacion de fluoruro en el esmalte.(24) En México, existen presentaciones de
dentifricos que dentro de sus ingredientes incluyen arginina. Estos pertenecen a la
casa comercial Palmolive®; entre ellas Colgate Sensitive Pro Alivio con arginina al
8%, Colgate Maxima Proteccién Anticaries con arginina al 1.5% y Colgate Total 12®

con arginina al 1.5%.(25)

Aungue los mecanismos de accién entre arginina y fluoruro son diferentes, estos se
complementan y/o tienen un efecto sinérgico. El metabolismo de la arginina afecta

de manera positiva la homeostasis del pH, la ecologia bacteriana y su
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patogenicidad, mientras que el fluoruro mejora la resistencia mineral del diente en

pH bajo y reduce la produccion de acido por el biofilm oral supragingival. (8)

Nuevos enfoques han sido diseflados para incrementar el efecto existente de las
terapias con fluoruro en lugar de reemplazarlas, pero aquellas que no involucren
fluoruro pueden ser una alternativa para aquellos pacientes que se rehdsan a su
uso.(11) Una estrategia ideal para el control de caries dental deberia suprimir las
bacterias cariogénicas, reducir la matriz extracelular, y proteger la superficie del

diente de ataques acidos.(7)

6. Urea

La urea forma parte del sistema buffer de la saliva y participa en la neutralizacion
del 4cido en la cavidad bucal. Es una sustancia nitrogenada organica(26) presente
en la sangre y la saliva como una sustancia organica que se sintetiza a partir de
aminoacidos y diéxido de carbono. Su concentracion en saliva es de
aproximadamente 4mmol/l. La urea es una de las principales fuentes de alcalis en
la boca y las concentraciones en las secreciones de todas las glandulas salivales

oscilan entre 3y 10 mM en individuos sanos. (27)(26)

Streptococcus Salivarius tiene la capacidad de hidrolizar la urea en amoniaco y de
esta forma amortiguar el subproducto acido del consumo de glucosa, es el principal
microorganismo bucal ureolitico. Actinomyces naeslundii y haemophili también

tienen accion ureolitica. (28)
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6.1 Accién de la Urea

A través de la ureolisis, tiene una doble funcion: inhibe la multiplicacion y el
metabolismo de las bacterias e influye indirectamente en la neutralizacién del acido

en la cavidad bucal.

La literatura recientemente ha mostrado que la actividad de ureasa en biofilm dental
de pacientes sin caries es tres veces mas alta comparada con aquellos pacientes
con caries activa.(27) Segun Kleinberg (1967), la urea es el Unico sustrato
nitrogenado que puede producir alcali lo suficientemente rapido como para

amortiguar los acidos salivales y contribuir asi a un aumento del pH.(26)

7. Riesgo a caries

Se define como “proceso clinico de establecer la probabilidad de un paciente a
desarrollar lesiones de caries en un cierto periodo de tiempo o la posibilidad de que
haya un cambio en el tamafo o actividad de las lesiones ya presentes”.(29) La
evaluacion del nivel de riesgo a futuras incidencias de lesiones de caries dental es
importante como el primer paso para el manejo de estas. El riesgo a caries
determina de manera personalizada el enfoque de manejo que se le dara a cada
paciente(30) formulando un plan de tratamiento individualizado que tiene como

objetivo enfocarse en los factores de riesgo biolégicos, ambientales y sociales. (31)
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ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Bijle et al. en el 2018, examinaron de manera in vitro el potencial remineralizante de
tres concentraciones de arginina (Arg) en pastas con 1100 ppm de fluoruro de sodio
(NaF) en muestras de esmalte donde se indujeron lesiones de caries de manera
artificial. Cincuenta muestras de esmalte asignadas a cinco grupos (n=10) fueron
sometidos un ciclo de pH de 10 dias para tratar las muestras segun el grupo, [1]: 2
% Arg — NaF, [2]: 4 % Arg — NaF, [3]: 8 % Arg — NaF, [4]: NaF y [5]: agua desionizada.
Las soluciones de prueba se sometieron a medicion de pH, estimacion de fluoruro,
analisis de elemento Na-Cl usando analisis de espectroscopia de emision éptica con
plasma acoplado inductivamente (ICP-EOS) y espectrometria infrarroja por
transformadas de Fourier (FTIR). La densidad mineral de las muestras se evalud
mediante micro-CT; mientras que la relacién Ca/P y la concentracion de fluoruro en
las muestras se determinaron mediante espectroscopia de rayos X de dispersion de
energia (EDS) y la captaciéon de fluoruro del esmalte (EFU) mediante el método de
grabado &cido. La ganancia mineral media (0,40 + 0,07 g/cm3) y el porcentaje de
remineralizacion (27,91 + 4,66 %) del grupo de Arg-NaF al 2 % fueron
significativamente superiores a los de los otros 4 grupos (p < 0,001). La EFU del
grupo Arg-NaF al 2% (6,84 £ 1,59 pg/cm?2) fue mayor que la del grupo NaF (5,22 +
1,88 ug/cm2) (p < 0,001). Demostrando asi, que la incorporacion de 2% de arginina
en pastas fluoradas incrementan significativamente la remineralizacion en lesiones

de caries en esmalte cuando se compara con una pasta solo con fluoruro. (24)

Bijle et al. en el 2019 realizaron un estudio in vitro donde investigaron el efecto

antibacteriano de arginina (Arg) en pastas fluoradas (NaF). Cultivos de tres
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especies, S. mutans, S. sanguis y S. gordonii fueron tratadas y separadas en 5
grupos: Grupo 1 2% Arg — dentifrico NaF, Grupo 2 4% Arg — dentifrico NaF, Grupo
3 8% Arg — dentifrico NaF, Grupo 4 dentifrico NaF y Grupo 5 agua desionizada.
Para el biofiim de S. mutans, la proporciébn de bacterias vivas/muertas fue
significativamente menor en el grupo de Arg-NaF al 2 % que en los otros grupos (p
< 0,05). El biofilm de S. sanguis tratadas con 2 % de Arg-NaF y agua desionizada
presentaron una relacién vivo/muerto significativamente mayor en comparacion con
4 % de Arg-NaF, 8 % de Arg-NaF y NaF (p < 0,05). Concluyeron que las pastas
fluoradas con 2% de arginina promueve el efecto antimicrobiano contra bacterias
cariogénicas y mantienen una mejor homeostasis ecolégica mediante la regulacién

positiva de los estreptococos no mutans. (13)

Berto et al. en el 2019 evaluaron los efectos, in vitro, de la arginina (Arg) como
aditivo en pasta dental sobre los estreptococos orales con y sin sistema arginina
deiminasa (ADS) y biopeliculas cariogénicas. Se cultivaron suspensiones de
Streptococcus mutans, S. sobrinus y S. sanguinis y S. gordonii ADS positivo (ADS+)
cony sin L-arginina al 1.5% durante 24 h. A partir de esto, se formaron biopeliculas
gue constaban de las cuatro especies sobre superficies de poliestireno con y sin L-
arginina al 1.5% durante un maximo de 10 dias. Finalmente, las biopeliculas que se
formaron en las superficies del esmalte se expusieron a una limpieza mecéanica
diaria con una pasta de dientes que contenia arginina y monofluorofosfato de sodio
(SMF+Arg), una pasta de dientes que contenia fluoruro de monofluorofosfato de
sodio (SMF) y un control negativo durante un maximo de 10 semanas. En diferentes

tiempos de incubacion, se determiné el pH en los medios de cultivo, la produccién
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de citrulina y el porcentaje de bacterias ADS+ dentro de las biopeliculas. En los
resultados obtenidos se mostré que la presencia de 1.5% de arginina, S. sanguinis
y S. gordonii tenian un alto nivel de produccién de citrulina después de 6 horas de
incubacién comparado con S. mutans y S. sobrinus. Después de 1, 2 y 4 dias de
formacion de biopeliculas, el porcentaje de especies ADS+ en las biopeliculas fue
mayor para el grupo con suplementos de arginina en comparacion con el grupo de
control (p<0.05). Por lo tanto, la adicidon de arginina incrementa el pH y el porcentaje

de especies ADS+, con limpieza mecanica intermitente de las superficies. (15)

Nascimento et al. en el 2019 investigaron el perfii metabdlico de la placa
supragingival en respuesta al uso de pastas dentales con arginina (Arg: 1.5 % de
arginina, sin fluoruro) o con fluoruro (F: 1100 ppm F/NaF) en un estudio de cohorte,
doble ciego, aleatorizado. Ochenta y tres adultos con diferentes estados de caries
fueron reclutados y asignados al tratamiento con Arg o F durante 12 semanas. Las
lesiones de caries se diagnosticaron usando el Sistema Internacional de Evaluacion
y Deteccion de Caries Il, y se recolectaron muestras de placa de superficies
dentales cariadas y libres de caries. De las 509 lesiones activas diagnosticadas al
inicio del estudio, 70 (14%) estaban inactivas después de 12 semanas. El modelo
lineal generalizado mostré que las lesiones del esmalte tenian significativamente
mas probabilidades de volverse inactivas en comparacion con las lesiones de la
dentina (P < 0,0001). La presencia de arginina aumentd significativamente la
actividad ADS de la placa (P = 0,031) y los valores de pH de la placa después de la
incubacién con glucosa (P = 0,001). Analisis de componentes principales reveld que

Arg afecto significativamente las concentraciones de 16 metabolitos, incluidos

25



fenetilamina, agmatina y glucosamina-6-fosfato (P < 0,05). El presente estudio
concluyo que el aumento de la actividad de ADS en la placa impacta favorablemente
en los perfiles de pH, reduciendo el riesgo de progresion de caries y que los

mecanismos de accidn de arginina y fluoruro son complementarios y/o sinérgicos.
(8)

Cabral Oliveira et al. en el 2019 realizaron un estudio in vitro donde evaluaron el
incremento de microdureza por un dentifrico que contiene fluoruro y arginina en
comparaciéon con un control (solo fluoruro) y un control negativo (sin fluoruro) en
superficies sanas y desmineralizadas de esmalte bovino. Las muestras fueron
asignados aleatoriamente a diferentes tratamientos que incluian ciclos diarios de pH
y cepillado tres veces al dia con uno de los siguientes dentifricos (n = 8):
Neutracucar (arginina y fluoruro), Colgate Total 12 (fluoruro) y My First Colgate (sin
fluoruro). La microdureza se midio al inicio del estudio y después de una, dos y cinco
semanas de tratamiento utilizando un indentador Knoop. El andlisis estadistico
involucro andlisis de varianza bidireccional (ANOVA) y la prueba de Tukey. Después
de cinco semanas, tanto la pasta Total 12 como Neutracucar habian aumentado la
microdureza de las muestras (p < 0,05). Por lo tanto, los resultados demostraron
gue los dentifricos a base de arginina aumentan la microdureza de las superficies

sanas y desmineralizadas del esmalte.(9)

Bijle et al. en el 2020 examinaron las concentraciones de fluoruro en dentifricos
comerciales para nifios (CFD) e investigaron el efecto de la incorporacion de
arginina (Arg) en CFD sobre la biodisponibilidad del fluoruro. Se examinaron cinco

CFD comerciales para determinar las concentraciones de fluoruro. Los fluoruros
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totales, solubles totales e insolubles en CFD se determinaron mediante el método
de difusién de &cido de Taves modificado (TAD). F iénico y monofluorofosfato se
estimaron por método directo modificado con técnica de adicion estandar. L-arginina
(L-Arg)/monoclorhidrato de L-arginina (L-Arg.HCI) se incorporaron al 2 % p/p en los
CFD comerciales. Se determinaron el pH de las pastas dentifricas, la capacidad
amortiguadora del Arg agregado, los fluoruros potencialmente disponibles (PAF) y
el PAF de 1 min por TAD. Los resultados demostraron que los CFD tenian de 4 a
32% de fluoruros insolubles. La adicibn de L-Arg/L-Arg.HCI mejord
significativamente la biodisponibilidad del fluoruro en los CFD (p<0,05) y la
incorporacion de L-Arg aumentoé significativamente el pH de las pastas dentifricas
(p<0,05). Concluyendo asi que los dentifricos comerciales para nifios con solo
fluoruro tienen altas concentraciones de fluoruro biodisponibles, mientras que la
incorporacion de arginina al 2% mejora la biodisponibilidad de fluoruro en

dentifricos. (32)

Kumar et al. en el 2021 evaluaron la actividad ureolitica en saliva y biofilm dental en
nifios con caries y libres de caries de una institucion para ciegos. 52 nifios fueron
divididos en dos grupos; grupo A con caries y grupo B sin caries. En saliva, el grupo
sin caries tuvo niveles medios de ureasa mas altos de 1,82 + 0,497 en comparacion
con el grupo con caries activa que tuvo niveles medios de ureasa de 0,445 + 0,304.
En biofilm, el grupo con caries activa tuvo niveles medios de ureasa mas bajos de
0,877 £ 0,942 en comparacion con el grupo libre de caries que tuvo niveles medios
de ureasa de 1,570 + 0,918. La actividad de ureasa especifica fue significativamente

mayor en individuos con tasas bajas de caries. En conclusion, los nifios sin caries
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tuvieron una mayor actividad de generacién de amoniaco mediante ureasa tanto en

muestras de saliva como de placa que los nifios con baja actividad de caries.(33)

Vaziriamjad et al. en el 2022 investigaron el efecto de la L-arginina sobre el
crecimiento, la formacién de biopeliculas y la susceptibilidad antibiotica en
Streptococcus mutans. La concentracion estandar (0,5 McFarland) de suspension
bacteriana se inoculd con precision en el medio TSB y luego se dividié en 2 grupos,
grupo control y el grupo tratado. La formacion de biopeliculas se evalu6 por el
método de la placa de microtitulacion. La prueba de susceptibilidad al antibiograma
se realiz6 mediante el método de difusién en disco en agar Mdller-Hinton. Las
bacterias proliferaron mas rapido después de 2 h de exposicion a 100 uM de
arginina, alcanzando el mayor nivel después de 12 h, que es sustancialmente
diferente del grupo de control (P>0,05). La formacion de biofilms bacterianos, a
concentraciones de 50 y 100 uM de arginina, se redujo significativamente en
comparacion con el grupo de control (P<0,05). Los autores concluyeron que
recomiendan la optimizacion de la concentracion de L-arginina y su uso como

terapia adyuvante o en combinacién con otros medios para prevenir la caries. (34)
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Al presente, la caries es una enfermedad con alta prevalencia en la poblacion infantil
a nivel mundial, lo que continda siendo un reto para la odontologia pediatrica y que
la motiva a implementar diferentes medios de prevencion e intervencién segun los
alcances, tanto del odontélogo como del paciente. Ahora es mas aceptado por los
padres y/o tutores llevar a cabo un cambio de hébitos en casa que mejoren la salud

bucal de sus hijos.

La caries es una enfermedad a raiz de un proceso dindmico de desmineralizacion y
remineralizacién, como resultado de un desequilibrio del medio bucal. Diferentes
factores pueden incrementar el riesgo a caries de los nifios preescolares; como
defectos de la estructura del diente, bajo flujo salival, un ambiente oral acido,
exposicion frecuente a hidratos de carbono y azucar en la dieta, baja exposicion al
fluoruro y falta de conocimiento por parte de los padres y/o tutores. A través de la
exposicion constante a la arginina por medio de un dentifrico comercial y a un
aumento de la poblacion de bacterias productoras de amonio, como resultado del
sistema arginina deiminasa y la hidrolisis de urea, se pretende estabilizar la
microbiota oral y causar un aumento, mantenimiento y neutralizacion del pH salival
gue evite el desarrollo de lesiones de caries, y por consiguiente, disminuir el riesgo
a caries de los pacientes a futuro. Por lo que nuestro propdsito es investigar nuevas
alternativas que permitan mejorar la salud bucal, enfocandose en una alternativa

sencilla y preventiva.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Existe modificacién de los niveles de pH salival con el uso de dentifricos con

arginina en nifios preescolares?
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JUSTIFICACION

La produccion de amonio a través del sistema arginina deiminasa juega un rol
importante en la alcalinizacién del medio bucal, lo que se cree a largo plazo poder
disminuir el riesgo a caries de los pacientes. Considerando los diferentes factores
que pueden incrementar este riesgo en los nifios de edad preescolar, como la
ausencia de higiene, la falta de capacidad motora, la deficiencia de atencidén por
parte de los padres, entre otras; al incorporar la arginina por medio de un dentifrico
comercial en la rutina de higiene en casa, se pretende incrementar su concentracion
en boca y modificar un ambiente acido a un ambiente neutro con un pH salival
aumentado. El uso de dentifricos con arginina dentro de sus componentes puede
implementarse como un medio preventivo fécil, sencillo y de cierta manera
economico gque los odontdlogos pediatras pueden indicar en casos que cumplan con

los criterios de un alto riesgo a caries.

Actualmente, no existen estudios in vivo donde se evalue el nivel de pH, a mediano
plazo, al realizar el uso de un dentifrico con arginina al 1.5% en pacientes
pediatricos. El presente estudio busca demostrar que el incremento de uso de
arginina en la higiene bucal puede mejorar el medio para mantener una baja

incidencia de caries en los nifios preescolares.
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HIPOTESIS

Hipotesis de investigacion (HI):
Existe modificacion de los niveles de pH salival con el uso de dentifricos con arginina

en nifios preescolares

Hipo6tesis nula (HO):

No existe modificacion de los niveles de pH salival con el uso de dentifricos con

arginina en niflos preescolares

32



OBJETIVOS

Objetivo general
e Evaluar la modificacion de los niveles de pH salival con el uso de un dentifrico

con arginina en nifios preescolares.

Objetivos especificos
e Determinar las concentraciones de amonio en el biofilm dental que puede
neutralizar la acidez en nifios preescolares.
e Cuantificar la diferencia del pH inicial con el posterior al uso del dentifrico con
arginina.
e Cuantificar la diferencia de la concentracion de amonio en el biofilm inicial

con el posterior al uso del dentifrico con arginina.
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MATERIAL Y METODOS

Disefio de estudio:

Ensayo clinico controlado, analitico, longitudinal, prospectivo y homodémico.
Poblacién y muestra

Universo de estudio: Preescolares que cursan el tercer afio en el “Circulo infantil
BUAP”

Unidades de estudio: Secrecion salival no estimulada y biofilm de nifios que
cumplen con los criterios de seleccion.

Seleccién de la muestra

No probabilistico por conveniencia, de acuerdo con los criterios de inclusion. Por
secuencia.

Criterios de seleccion

Criterios de inclusion:

Nifios cuyos padres firmaron el consentimiento informado.

Todos los nifios en edad preescolar que cursen el tercer afio en el “Circulo infantil
BUAP”

Nifios de cualquier género.

Nifios sistémicamente sanos.

Nifos libres de caries.

Criterios de exclusién:

Nifios que cursan con enfermedad viral el dia de la toma de muestras de primera

vez, al mes y al segundo mes.
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Nifios que presentan una discapacidad y no permiten su cooperacion para realizar
cepillado dental.

Nifilos que presentan una discapacidad y no permiten su cooperacion para realizar
la toma de muestra.

Nifios con presencia de aparatologia ortodoncica.

Criterios de eliminacion:

Presencia de alguna patologia en el momento de la toma de muestras.

Muestras que no puedan ser procesadas por alguna pérdida al momento de su
transportacion.

Niflos que no regresan a citas de revaloracion y toma de muestra al primer y

segundo mes.
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PH SALIVAL

AMONIO POR
ADS
ARGININA

BIOFILM DENTAL

VARIABLES

Definicién conceptual

Medida de acidez o alcalinidad
de una disolucién acuosa.

Cantidad de amoniaco producido
por vias enzimaticas de la
arginina deiminasa.

Aminoacido semiesencial
secretado por la saliva en
concentraciones micromolares.

Conjunto de microorganismos
gue se rodean de una compleja
matriz biopolimérica, compuesta

principalmente por proteinas,

polisacéridos y material
genético.

Tiempo transcurrido en afos que
han pasado desde el nacimiento
de una persona.

Definicién operacional

0al4
pH >7 alcalino
pH=7 neutro

pH <7 acido

Micromoles (mM) de
amonio por gramo
(mM/g) de placa

Colgate total 12 con
1.5% de arginina

Gramo (g)

Edad en afos
cumplidos; durante la
toma de la muestra.

Escalas y categorias

Cuantitativa
Continua

Dependiente

Cuantitativa

Continua
Dependiente
Cuantitativa

Continua
Independiente

Cuantitativa
Continua

Independiente

Cuantitativa
Continua

Independiente
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CONCORDANCIA'Y FIABILIDAD

Para comprobar la consistencia y la confiabilidad de las diferentes medidas
realizadas en momentos diferentes e independientes de la realizacion de las dos
curvas de amonio, se realizd la prueba estadistica coeficiente de correlacién

intraclase, obteniendo un resultado de 0.97 y 0.99.

El espectrofotometro Ultrospec 1000 (Pharmacia Biotech) utilizado para leer la

absorbancia de amonio de las diferentes muestras fue previamente calibrado con

una muestra blanco (sin presencia de amonio).

El potencidbmetro para la lectura de pH salival fue previamente calibrado con una

solucion buffer a un pH de 7.01, incluida por el mismo fabricante.
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UBICACION ESPACIO-TIEMPO

Circulo infantil BUAP

Laboratorio de microbiologia FEBUAP

LOGISTICA

Recursos humanos

Un tesista: Jade Yolanda Sanchez Sanchez

Director Disciplinario: Dra. Nila Claudia Gil Ordufia

Directores Metodoldgicos: Dr. Cristian Dionisio Roman Mendez
Dra. Abigail Martinez Guerrero

Recursos materiales

Tubos Eppendorf

Tubos de ensayo

Gradillas.

Cucharillas Hu-friedy

Coleman - Micropipeta

Puntas de micropipetas

Refrigerador

Ultracongelador (-80°C).

Sonificador

Centrifuga refrigerada

Reactivo Nessler
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Espectrofotbmetro

Cubetas de vidrio de 1.5 ml para espectrofotdmetro.

potenciometro

Recursos financieros

Recursos proporcionados por la Secretaria de Investigacion y Estudios de

Posgrado y recursos propios
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BIOETICA

Con norma al tratado de Helsinki, durante la presente investigacién se cumplira con
proteger la dignidad, la integridad y la confidencialidad de la informacion personal
de los pacientes que participaran en dicha investigacion. De igual forma, la presente
investigacién no representa un riesgo en la salud de los individuos a investigar y se
encuentra apoyada en conocimiento de bibliografia cientifica, basada en evidencia

y de estudios previos realizados en poblaciones similares.

Como lo menciona la NOM012SSA32012, se establecen los criterios normativos
de caracter administrativo, ético y metodoldgico para solicitar la autorizacion de
protocolos con fines de investigacion, para el empleo en seres humanos de una
pasta dental de la cual no se tiene suficiente evidencia de su eficacia terapéutica y

seguimiento de dicho protocolo.

De acuerdo con la NOM-087-ECOL-SSA1-2002 sobre el manejo de RPBI, el biofilm
dental que se obtendra, no es considerado un RPBI; sin embargo, al terminar de
utilizar la cantidad necesaria de biofilm para realizar el estudio, estas se someteran
a un proceso de esterilizacion y se mantendran en congelacién a -70° C; para

futuras necesidades del laboratorio.
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PROCEDIMIENTOS, TECNICAS Y FUENTES DE RECOLECCION

En la presente investigacion se acudio al “Circulo infantil BUAP” donde los nifios del

tercer afio de preescolar fueron seleccionados, para ello:

1. Se present6 una platica a los padres sobre el tema de investigacién, las
ventajas del estudio, la técnica de cepillado con apoyo de un video y se les
dieron indicaciones sobre el uso del dentifrico:

a. El cepillado debia ser realizado por los padres.

a. Se debia realizar el cepillado todos los dias antes de ingresar al
Circulo Infantil BUAP y posterior a su salida.

b. La dosis del dentifrico debia ser del tamafo de un “chicharo”.

c. El nifio preescolar no debia hacer enjuague con agua posterior al
cepillado.

2. Firma de consentimiento por parte de los padres y/o tutores.

3. Los 42 alumnos fueron divididos de manera aleatoria en dos grupos, aquellos
a los que se les proporcioné pasta dental con flior con 1450 ppm (Oral B) y
a aquellos que se les proporciono pasta dental con fldor 1450 ppm + arginina
1.5% (Colgate total 12).

4. Entrega de los dentifricos con flior 1450 ppm (Oral B) y fldor 1450 ppm +
arginina 1.5% (Colgate total 12). Se les informa a los padres que los
participantes debian abstenerse del cepillado dental al menos 12 horas antes
de las tomas de muestra.

5. Enlarevision inicial se tomaron muestras de la siguiente forma: Las muestras

de biofilm dental fueron recolectadas con barreras de proteccién y una
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cucharilla estéril de todas las superficies vestibulares de los 6rganos
dentarios de los preescolares (Fig. 1) y fueron transportadas en 500 pl de
fosfato dipotasico (K2HPO4 10 mM pH 7) dentro de tubos Eppendorf estériles
(Fig. 2) en una hielera a 4°C, para su posterior almacenamiento en
ultracongelador a -80° hasta su procesamiento. También se recolecto
muestras de saliva no estimulada, con ayuda de un embudo estéril (Fig. 3) y
tubo Eppendorf para su posterior traslado y almacenamiento, de la misma
manera que el biofilm.
Previa asignacion de letra y numero para su identificacion y almacenamiento
correcto. A continuacion, se les pidio a los participantes iniciar con el uso del
dentifrico asignado.

6. A los 15 dias se tomo la primera muestra posterior al uso del dentifrico,
nuevamente de biofilm dental y saliva no estimulada.

7. Al mes, segunda muestra de biofilm dental y saliva no estimulada.

8. Por ultimo, a los dos meses, toma de muestra de biofilm dental y saliva no

estimulada.

P

Fig. 1 Recoleccion de biofilm de las g 5 14po eppendorf con 500 ul K2HPO4. Fig. 3 Embudo estéril para recoleccién de saliva
superficies  vestibulares con cucharilla total

estéril.
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PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO:

Curva de calibracion de amonio

Previo a la determinacion de los valores de amonio de las muestras de biofilm dental
y saliva total, se realiz6 una curva de calibraciéon de amonio. Esta curva se realizo a
través del método de Nessler(35). De acuerdo con los resultados obtenidos se
hicieron dos curvas, una para biofilm con concentraciones de amonio que va de 0.5
mM a 2 mM y otra para saliva que va de 2.5 mM a 20 mM, debido a que las muestras
de biofilm presentaban valores menores al minimo realizado para las muestras de
saliva. A partir de estas concentraciones conocidas de amonio, se mezcla el sulfato
de amonio (NH4)2SO4 con 100 pul de reactivo de Nessler (KI 5%, HgCI 2,5%,KOH

16%) y agua destilada para obtener un total de 1000 pl.

Posterior a la preparacion, se leyé la absorbancia en
el espectrofotometro Ultrospec 1000 (Pharmacia
Biotech)(Fig. 4) a una longitud de onda de 395 nm,
calibrada previamente con una solucion blanco, libre

de amonio. Con los datos obtenidos de 5 pruebas

independientes se realiz6 una regresion lineal y se e

spec 1000

Fig. 4 Espéctrofotémetro Ultro:
(Pharmacia Biotech)

obtuvo una curva estandar de la concentracion de

amonio versus la absorbancia (Tabla 1 y 2). En esta curva se extrapolaron los
valores de longitud de onda del amoniaco formado por la actividad de ADS y ureasa
de las muestras de saliva y biofilm dental tomadas en los pacientes preescolares

para obtener la concentracion en mM/g.
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Tabla 1. Curva de calibracién de amonio para biofilm

Concentracion de amonio Absorbancia (395 nm)*
0.5 mM 0.1344
1 mM 0.1854
1.5 mM 0.2458
2 mM 0.3306
*Cada una de las longitudes de onda corresponde al promedio de 5 lecturas
independientes.

y = 0.1545x + 0.0247
R2=0.9703

Tabla 2. Curva de calibracion de amonio para saliva

Concentracion de amonio Absorbancia (395 nm)*
2.5 mM 0.45
7.5 mM 0.8696
15 mM 1.572
20 mM 2.1258
*Cada una de las longitudes de onda corresponde al promedio de 5 lecturas
independientes.

y =0.1012x + 0.0928
R2 =0.9927

Procesamiento de muestras de biofilm dental

Las muestras fueron sacadas del ultracongelador una hora antes de iniciar el
procesamiento dejando atemperarse a temperatura ambiente. El biofilm se disgreg6
en sonicador (Sonic, Vibracell™) a una amplitud de 70 ciclos/segundo, se realizaron
dos ciclos de 30 segundos cada uno colocando la muestra sobre hielo (4°C) durante
este proceso. Posteriormente se centrifugaron muestras a 14,000 rpm por 5 minutos
a 4°C, se elimind el sobrenadante y se lavo con 1 ml de 10 mM de Tris Maleato (pH
7). Finalmente, se suspendié el precipitado en 500 ul de 10 mM de Tris Maleato (pH

7). (22)
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Produccién de amonio a partir de arginina deiminasa y ureasa

Para determinar la actividad de las enzimas arginina deiminasa y de ureasa, de
cada una de las muestras de biofilm se tomaron 25 pl, se agregaron 20 ul de Tris
maleato (pH 6), 25 ul del sustrato ya sea L-Arginina 1M o Urea 1M y 480 pl de agua
destilada estéril para obtener un volumen final de 500 pul. Dichas soluciones se
prepararon en tubos de ensayo estériles y se cerraron tubos con tapones de silicon

estériles para su posterior incubacién a 37°C por 90 minutos.

Se incluye un testigo negativo que consiste en agua destilada estéril con Tris
maleato (pH 6) y un testigo positivo de cepas de Streptococcus salivarius aislado
de saliva, el cual es arginina positivo y urea positivo. De cada muestra se realizaron

tres eventos independientes para obtener un promedio de los resultados obtenidos.

Posterior al periodo de incubacioén, se detuvo la produccién enzimatica colocando
las muestras sobre hielo por 5 minutos. Las muestras se centrifugaron a 14,000 rpm
por 5 minutos para usar sobrenadante. Se realizo determinacion de amonio de la
siguiente manera: se agregd 25 ul de la reaccién enzimatica de la placa en 875 pl
de agua destilada, mas 100 pl de reactivo de Nessler para un volumen final de 1000
ul. Se leyo la absorbancia a longitud de onda a 395 nm en el espectrofotometro. Los
resultados obtenidos de los 3 eventos independientes se promediaron y se
extrapolaron en la curva de concentracion de amonio previamente realizada. Luego
de obtener los valores de amonio producido (mM) se expreso la actividad especifica

enzimatica como mM/g de placa.
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Procesamiento y determinacion de amonio en saliva

Se descongelaron las muestras una hora antes de iniciar su
procesamiento a temperatura ambiente. Se realizé toma de pH con

un potenciometro (HANNA®)(Fig. 5)

Para determinar la producciéon de amonio en saliva se realiza el

mismo proceso realizado para determinarla produccion de amonio
Fig. Sbotenciémetro

por enzimas arginina deiminasa y ureasa (25 pl de saliva total, 875 Hannae

ul de agua destilada y 100 pl de reactivo Nessler).

Se leyo la absorbancia a longitud de onda a 395 nm en el espectrofotometro. Los
resultados obtenidos de los 3 eventos independientes se promediarén y se
extrapolaron en la curva de concentracién de amonio previamente realizada. Luego
de obtener los valores de amonio producido (mM) se expreso la actividad especifica

enziméatica como mM/ml de saliva.
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ANALISIS ESTADISTICO

Los datos se guardaron en Office Excel 365 y se vaciaron en el paquete estadistico
SPSS v.22. Se utilizo estadistica descriptiva. Para variables cualitativas se utilizd
porcentajes y gréficos; y para variables cuantitativas se utilizé la media y desviacion
estandar. Se realizd prueba de normalidad Shapiro-Wilk, comparacién de medias
Friedman y ANOVA para medidas repetidas, segun el caso. Prueba de hipoétesis

Tukey. Todas con un valor de P<0.05.
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RESULTADOS

En el estudio participaron 42 nifios preescolares, de los cuales 4 fueron eliminados
por no presentarse a la toma de muestras posterior a la toma inicial. De los 38
participantes restantes, 17 pertenecieron al sexo masculino y 21 al sexo femenino

(Tabla 3), con una media de edad de 5.3 (Tabla 4).

Tabla 3. Sexo
Frecuencia | Porcentaje
Masculino 17 44.7%
Femenino 21 55.3%
Total 38 100%
= Masculino = Femenino
Tabla 4. Edad
Frecuencia | Porcentaje | Media DeS\{laC|on
estandar
5 afos 25 65.8%
6 anos 13 34.2% 5.34 481
Total 38 100%

Para verificar si existe significancia en la produccion de amonio y por consiguiente
una neutralizacion del pH salival, se realizé prueba de Shapiro Wilk, considerando
gue los casos son menores a 50, para saber la normalidad de los datos. En las
pruebas de normalidad de las concentraciones de amonio producido en biofilm por
arginina deiminasa, ureasa y en saliva son menores a 0.05, por lo que no tienen
distribucion normal, corroborado con la asimetria y la curtosis de la estadistica

descriptiva en el cual se observo que sus valores se encuentran fuera de la escala
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realizé la prueba no paramétrica de Friedman (Tabla 5, 6, 7).

Tabla 5. Resumen produccion de amonio en biofilm por arginina

deiminasa
Media DeS\/'laC|on p valor
estandar

Toma inicial 1.874 mM/mg 2.621

15 dias 0.187 mM/mg 0.312 0.044
1 mes 0.090 mM/mg 0.216 '
2 meses 0.020 mM/mg 0.205
p=Friedman

Tabla 6. Resumen produccién de amonio en biofilm por ureasa

Media Desv,|a0|on p valor
estandar
Toma inicial 2.181 mM/mg 2.796
15 dias 0.970 mM/mg 1.680 0013
1 mes 0.885 mM/mg 1.012 '
2 meses 0.323 mM/mg 0.840
p=Friedman
Tabla 7. Resumen produccién de amonio en saliva
: Desviacion
Media . p valor
estandar
Toma inicial 11.248 mM/ml 2.427
15 dias 12.157 mM/ml 1.826 0.001
1 mes 12.077 mM/ml 1.963 '
2 meses 10.530 mM/ml 1.740
p=Friedman

permitida (-2 a +2). Al ser un estudio longitudinal con mas de dos mediciones, se

La significancia asintotica es menor a 0.05 por lo que con un 95% de confianza se
descarta la hipétesis nula ya que existe una diferencia significativa entre los grupos

dependientes. Concluye que no todas las medianas de poblacién son iguales.
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Para saber donde se encontraban las diferencias significativas de las pruebas de

produccion de amonio en biofilm y saliva, tanto en el grupo control como en el

experimental, se realiz6 la prueba de Tukey con una significancia de 0.05.

Tabla 8. Produccion de amonio por arginina deiminasa en nifios que usaron pasta con arginina:

95% de Intervalo de confianza
Diferencia de Error ) Limite

() Factor  (J)Factor | medias (-J) estandar Sig. Limite inferior superior
INICAL 15 DIAS 621,510288° | 199,3301637 .014 | 0525815054 | 1147,762425
1 MES 633,300684 | 1958182772 .010 | 116,3292889 | 1150,290080
2MESES | 653593040° | 1958182772 .008 | 136,6126444 | 1170,5673436
15DIAS  INICAL -621,510288" | 199,3301637 .014 | -1147,76243 | -085,2581505
1 MES 11,79939663 | 207,4107305 1.000 | -535786268 | 559,3850614
2MESES | 32,08275215 | 207,4107305 089 | -515502013 | 579,6684169
1 MES INICAL -633,300684 | 1958182772 .010 | -1150,20008 | -116,329289
15 DIAS -11,7993966 | 207,4107305 1.000 | -559,385061 | 5357862681
2MESES | 20,28335552 | 204,0379735 1.000 | -518,397884 | 558,9645949
2MESES  INICAL -653,593040° | 1958182772 .008 | -1170,57344 | -136,612644
15 DIAS -32,0827522 | 207,4107305 989 | -579668417 | 5155029126
1 MES -20,2833555 | 204,0379735 1.000 | -558964585 | 518,3978839

En el grupo experimental, se encontré que hay diferencia significativa en aquellos

pacientes que utilizaron pasta con arginina, al comparar la toma inicial con la
produccion de amonio por arginina deiminasa (mM/qg) a los 15 dias, al mes y a los
dos meses (p<0.05). Mostrando que la produccion de amonio se mantuvo de forma

constante durante el periodo de seguimiento (Tabla 8).
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Tabla 9. Produccion de amonio por arginina deiminasa en nifios que usaron pasta con solo

fldor:
85% de intervalo de confianza
Diferencia de Error Limite
() Factor  (J)Factor | medias (-J) estandar Sig. Limite inferior superior
INICAL 15 DIAS 1741175556 755852058 108 -25.264023 373.499134
1MES 185.8355556 72.0676660 .058 -4.267321 375.938432
2MESES | 2054353595’ 731198044 032 12557112 398.313607
15DIAS  INICAL -174.1175556 755852058 108 | -373.499134 25264023
1MES 11.7180000 755852058 099 | -187.663579 211.099579
2 MESES 31.3178039 76.5890374 977 | -170.711721 233.347329
1 MES INICAL -185.8355556 72.0676660 058 | -375.938432 4.267321
15 DIAS -11.7180000 75.5852058 999 | -211.099579 187.663579
2 MESES 19.5998039 731198044 993 | -173.278444 212.478052
2MESES  INICAL -205,435359" 731198044 032 | -398.313607 -12.557112
15 DIAS -31.3178039 76.5890374 977 | -233.347329 170711721
1MES -19.5998039 731198044 0993 | -212.478052 173.278444

En los pacientes del grupo control que usaron pasta con solo flior unicamente se

observo diferencia significativa de la produccion de amonio por arginina deiminasa

(mM/g) al comparar la toma inicial con la muestra al mes y al segundo mes (p=0.058

y p=0.032) (Tabla 9).

Tabla 10. Produccién de amonio por ureasa en nifios que usaron pasta con arginina:

95% de intervalo de confianza
Diferencia de Error ) Limite

() Factor  (J)Factor | medias (I-J) estandar Sig. Limite inferior superior
INICAL 15 DIAS 284.2611755 | 284.8528442 751 -467.779636 | 1036.301987
1 MES 4755160288 | 279.8341815 333 -263.274997 | 1214.307054
2MESES | 590.6729203 | 279.8341815 161 -148.118105 | 1320.463946
15 DIAS INICAL -284.2611755 | 284.8528442 751 | -1036.301987 467.779636
1 MES 191.2548533 | 296.4003811 917 -591.272644 973.782350
2MESES | 306.4117447 | 296.4003811 730 -476.115752 | 1088.939242
1 MES INICAL -4755160288 | 279.8341815 333 | -1214.307054 263.274997
15 DIAS -191.2548533 | 296.4003811 917 -873.782350 591.272644
2MESES | 115.1568915 | 291.5805415 979 -654.645733 884.959516
2MESES INICAL -590.6729203 | 279.8341815 161 | -1329.463946 148.118105
15 DIAS -306.4117447 | 296.4003811 730 |-1088.939242 476.115752
1 MES -115.1568915 | 291.5805415 979 -884.959516 654.645733
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Tabla 11. producciéon de amonio por ureasa en

nifios que usaron pasta solo con fldor:

95% de intervalo de confianza
Diferencia de Error Limite

() Factor  (J)Factor | medias (-J) estandar Sig. Limite inferior superior
INICAL 15 DIAS 98.3301573 122.0019131 851 -223.491207 420.151522
1 MES -53.5755246 113.9300527 965 | -354.104624 246.953574
2MESES | 200.8788985 115.6379752 313 | -104.155424 505.913221
15 DIAS INICAL -98.3301573 122.0019131 851 -420.151522 223.491207
1 MES -151.8056819 123.4312730 610 | -477.497467 173.686103
2MESES | 1025487412 125.0084538 845 | -227.206030 432.3035113
1 MES INICAL 53.5755246 113.9300527 0965 | -246.953574 354104624
15 DIAS 151.9056819 123.4312730 610 | -173.686103 477.497467
2MESES | 254.4544231 117.1450112 142 -54 555218 563.464064
2MESES  INICAL -200.8788985 115.6379752 313 | -505.913221 104.155424
15 DIAS -102.5487412 125.0084538 845 | -432.303513 227.206030
1 MES -254.4544231 117.1450112 142 | -563.464064 54.555218

En los resultados del grupo experimental de aquellos niflos que usaron pasta con

arginina, no se obtuvieron diferencias estadisticamntes significativas (p>0.05) sobre
la produccion de amonio por ureasa durante el periodo de seguimiento. Al igual que
en el grupo control de nifios que solo usaron pasta con fllor, no se observo ninguna

diferencia estadisticamente significativa (p>0.05) (Tabla 10y 11).

Tabla 12. Produccién de amonio en saliva de nifios que usaron pasta con arginina:

95% de intervalo de confianza
Diferencia de Error Limite

() factor  (J) factor medias (I-J) estandar Sig. Limite inferior superior
Inicial 15 dias -.73392 75260 764 -2.7280 1.2611
1 mes -1.13906 75260 437 -3.1341 .8560
2meses 57558 76831 877 -1.4611 26123
15 dias Inicial 73392 .75260 764 -1.2611 2.7290
1 mes -.40514 .78818 955 -2.4945 1.6842
2meses 1.30951 .80319 37 -.8197 3.4387
1 mes Inicial 1.13006 .75260 437 -.8560 31341
15 dias 40514 .78818 055 -1.6842 2.4945
2meses 1.71464 .80319 155 -4145 3.8438
2meses Inicial -.57558 76831 877 -2.6123 1.4611
15 dias -1.30951 .80319 37 -3.4387 8197
1 mes -1.71464 .80319 155 -3.84318 4145
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Tanto en el grupo experimental como control de la produccion de amonio en saliva
(mM/ml), no se observo ninguna diferencia estadisticamente significativa entre los

tres tiempos de medicion (p>0.05). (Tabla 12 y 13) .

Tabla 13. Produccién de amonio en saliva de nifios que usaron pasta con solo fldor:

95% de intervalo de confianza
Diferencia de Error Limite

() factor  (J) factor medias (-J) estandar Sig. Limite inferior superior
Inicial 15 dias -1.30712 79218 .359 -3.4025 .7883
1 mes -71110 74892 178 -2.6921 1.2699
2 meses 59510 74892 .857 -1.3859 25761
15 dias Inicial 1.30712 79218 359 -.7883 3.4025
1 mes 59602 .80284 .880 -1.5276 27196
2 meses 1.90222 .80284 085 -.2214 4.0258
1 mes Inicial 71110 74892 778 -1.2689 2.6921
15 dias -.59602 .80284 .880 -2.7186 1.5276
2 meses 1.30620 .76018 324 -.7046 3.3170
2meses Inicial -.59510 .74892 .857 -2.5761 1.3859
15 dias -1.90222 .80284 085 -4.0258 2214
1 mes -1.30620 76018 324 -3.3170 7046

En la prueba de normalidad Shapiro Wilk del pH salival, el resultado es mayor a
0.05, por lo que los datos tienen distribucion normal. Al ser un estudio longitudinal
con méas de dos mediciones, se realizd6 ANOVA para medidas repetidas con una

significancia de 0.05.

Tabla 14. pH salival en nifios que usaron pasta con arginina

Desviacion

Media estandar
ph 7.3811 .24907
ph 7.5722 31586
ph 7.6033 44077
ph 7.6867 27717
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95% de intervalo de confianza
para diferencia®
Diferencia de Error Limite

() Tiempo  (J) Tiempo | medias (-J) estandar Sig.? Limite inferior superior

1 2 =191 130 1.000 -.645 .262
3 =222 124 .666 -.654 .208
4 -.206 A01 455 -.556 145

2 1 A9 130 1.000 -.262 645
3 -.031 120 1.000 -447 .385
4 -.014 .091 1.000 -.330 .302

3 1 222 124 666 -.209 654
2 .03 120 1.000 -.385 447
4 017 125 1.000 -416 450

4 1 .206 A01 455 -145 556
2 014 091 1.000 -.302 330
3 =017 125 1.000 -.450 4186

Tabla 15. pH salival en nifios que usaron pasta con solo fldor

Desviacién
Media estandar
ph 7.6075 51667
ph 7.6525 31941
ph 7.7575 31238
ph 7.7183 .26666
95% de intervalo de confianza
para diferencia®
Diferencia de Error Limite
() Tiempo  (J) Tiempo | medias (-J) estandar Sig.® Limite inferior superior
1 2 -.045 184 1.000 -.634 544
3 =180 120 1.000 -.635 235
4 =111 130 1.000 -.529 .308
2 1 045 184 1.000 -.544 634
3 -105 A27 1.000 -512 302
4 -.066 128 1.000 - 475 344
3 1 160 120 1.000 -.235 535
2 105 A27 1.000 -.302 512
4 039 067 1.000 -A77 255
4 1 A1 130 1.000 -.308 528
2 066 128 1.000 -.344 475
3 -.039 067 1.000 -.255 AT7

La significancia es mayor a 0.05 por lo que no existe una diferencia estadisticamente

significativa entre los tres tiempos de medicién. Con una confianza del 95% se

acepta la hipétesis nula, no existe evidencia estadistica de que los niveles de pH
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salival en las tres medidas de tiempo sean diferentes, por lo tanto, se concluye que

se mantiene un medio bucal neutro en ambos grupos.
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DISCUSION

La saliva juega un papel importante en el mantenimiento de la homeostasis bucal
debido a sus componentes organicos e inorganicos que son responsables de las
diferentes funciones que esta presenta, como su capacidad buffer, actividad
antimicrobiana, digestiva, lubricante, formacion de pelicula adquirida, procesos de
remineralizacion, etc. Conociendo las caracteristicas funcionales de la saliva, asi
como sus componentes, es posible evaluar la sensibilidad a la caries dental y a su

vez disefar nuevas estrategias para prevenirla.

Estudios realizados que se enfocan en los procesos de caries, a partir de estrategias
gue estimulan bacterias que generan moléculas con actividad neutralizante de pH
acido, como es el amonio, han obtenido resultados favorables. Estos estudios estan
principalmente centrados en arginina deiminasa y ureasa, los cuales se encargan
de neutralizar el acido por bacterias acidogénicas y como consecuencia mantener

pH cercanos a la neutralidad, reduciendo el riesgo a caries.

El presente estudio se enfoco en la produccion de amonio a través de arginina
deiminasa en una poblacién infantil sin caries, y el comportamiento del pH a lo largo
de dos meses al incorporar a sus habitos de higiene dental una pasta con fltor (1450

ppm) + arginina al 1.5%.

Nascimento y cols. realizaron un estudio donde su objetivo era investigar el perfil
metabdlico del biofilm supragingival en respuesta al uso de pastas dentales con
arginina (1.5%) o fluoruro (1100 ppm) por 12 semanas. 83 adultos, con un rango de

edad de 18 a 65 afos y con diferentes estatus de caries, fueron reclutados para su
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estudio. La actividad de ADS en biofilm fue medida mediante el monitoreo de
formacion de citrulina utilizando un protocolo estandarizado por el mismo autor en
2019, mientras que el pH fue registrado antes y después del periodo de incubacion
de la muestra. La actividad de ADS en pacientes libres de caries fue
significativamente mayor que en aquellos con caries (P<0.0001), al igual que
incrementd su actividad desde el inicio del estudio hasta las 12 semanas (p=0.031).
También observaron que increment6 significativamente la actividad de ADS en los
participantes que usaron arginina en comparacion contra aquellos que usaron solo
fluoruro (p=0.022) y encontraron valores mas altos de pH en participantes que
usaron arginina en comparaciéon con solo fluoruro (p=0.028).(36) Estos resultados
fueron similares a los obtenidos en la presente investigacion, donde los nifios libres
de caries tuvieron un aumento en la actividad enzimética de ADS con diferencia
estadisticamente significativa (p=0.044) A pesar de que en este estudio el monitoreo
fue a través de la produccién de amonio, la actividad de ADS también incrementé
desde la toma inicial hasta los dos meses que duro el estudio (p<0.05). Podemos
diferir que en el presente estudio no existié una diferencia significativa del cambio
de pH (p>0.05) entre los grupos que usaron arginina o fluoruro debido a que
nuestros participantes eran libres de caries y presentaban un pH neutro desde el

comienzo del estudio.

Koopman JE y cols. realizaron un estudio con el objetivo de mejorar el conocimiento
sobre el efecto de la arginina en el ecosistema bucal y sobre su potencial prebiotico.
Incluyeron 9 voluntarios sanos sin caries que realizaron cepillado dental por dos

semanas con pasta fluorada, cuatro semanas con pasta con arginina al 8% y
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nuevamente pasta fluorada. Se tomaron muestras de saliva estimulada en las que
midieron la produccién de amonio por espectrofotometria y observaron que la
produccion de amonio en saliva solo incrementd durante el periodo de uso de la
pasta con arginina al 8% (p=0.0005).(37) A diferencia de estos resultados, en
nuestro estudio a pesar de observarse un ligero incremento de produccién de
amonio en saliva, a lo largo de dos meses en nifios que usaron pasta con arginina
al 1.5%, no era estadisticamente significativo (p>0.05), lo que demuestra que la
produccion de amonio en saliva se mantuvo estable a lo largo del estudio debido a
las condiciones favorables que propiciaba una buena técnica de cepillado, la
actividad enzimética de arginina deiminasa y otras bacterias con actividad
neutralizante. Se debe destacar que en el estudio de esta investigacion la arginina
se encontraba a un porcentaje menor (1.5%) que al incluido en el estudio de

Koopman JE y cols. (8%) lo que podria explicar las variaciones en los resultados.

En un estudio in situ realizado por Hassan H y cols. compararon el efecto sobre el
pH salival y su capacidad buffer en adultos después de un periodo de seis semanas
de uso de pasta con 1.5% de arginina + 1450 ppm de fluoruro o pasta solo con 450
ppm de fluoruro + 1000 ppm de monofluorofosfato de sodio, en un grupo libre de
caries y otro con caries. El pH y la capacidad buffer fueron medidos con el kit de
tiras reactivas Saliva-Check y encontraron que no habia diferencia significativa en
la capacidad buffer y el pH entre los grupos, ni antes ni después de realizar el uso
de pasta con o sin arginina (p>0.05).(38) Estos datos concuerdan con los resultados
obtenidos en el presente estudio, en el que no hay diferencia significativa en pH

tanto del grupo experimental como control (p>0.05), donde solo se incluyeron
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pacientes libres de caries. Es importante tomar en cuenta que en el estudio
realizado por Hassan y cols. las pastas utilizadas no tenian los mismos ingredientes,
lo que pudo afectar los resultados obtenidos. Sin embargo, en este estudio no se

presenta este sesgo y a pesar de ello se obtuvieron los mismos resultados.

En un estudio realizado por Kumar V y cols. donde evaluaron la actividad ureolitica
en saliva y biofilm en un grupo libre de caries y otro con caries, de 52 nifios con
rango de edad de 6 a 12 afios, midieron la producciéon de amonio por ureasa al
estimularla con urea al 3% y buffer fosfato con pH de 7.2. En los resultados
concluyeron que la actividad de ureasa tanto en biofilm como en saliva era mayor
en los nifios libres de caries que en aquellos con caries (p=0.00 y p=0.01).(33) Estos
datos concuerdan con los resultados obtenidos en nuestra investigacion, donde los
nifios libres de caries tuvieron una diferencia significativa de producciéon de amonio
en biofilm, en comparacion con la produccion de amonio en saliva. Cabe mencionar
gue en la presente investigacion se utilizd una pasta con arginina al 1.5%, para
estimular a las bacterias productoras de amonio que a su vez favorecieron la
produccion enzimatica de arginina deiminasa a lo largo de 15 dias, un mes y dos

meses. A diferencia de Kumar y cols. utilizaron urea al 3%.(33)

Sampaio Cy cols. en 2024 evaluaron el efecto de una pasta con arginina , con o sin
fluoruro de sodio (1450 ppm). Para su estudio tomaron muestras de saliva
estimulada obtenida de tres adultos de entre 20 y 30 afios sin caries activa, se
cultivaron biopeliculas en blogues de esmalte bovino en medio McBain modificado
gue contenia sacarosa al 0.2 %, y se dividieron en seis grupos experimentales:

control (McBain 0.2 %), 2.5 % arginina; 8 % arginina, fluoruro de sodio (NaF), 2.5 %
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arginina con NaF y 8 % arginina con NaF. Se evalué el pH cada 24 horas con un
electrodo durante cinco dias. Como resultado observaron que, al adicionarse
arginina al segundo dia, los valores de pH se elevaron a 8.0 independiente de su
concentracion y combinaciéon con NaF, y estos valores permanecieron estables
hasta el quinto dia.(39) En el presente estudio el comportamiento del pH solo fue
medido en saliva no estimulada, a comparacion del realizado por Sampaio C y cols.
donde el medio era controlado y en menor lapso. Si bien, en nuestro estudio, la
media de pH mas cercana a 8.0 fue en el grupo que usaron pasta con solo fluor al
mes y a los dos meses (7.7) esto se puede deber a el compromiso y mejoria de la
técnica de cepillado realizada por los padres. En nuestro estudio no sabemos si
existio un comportamiento similar al estudio de Sampaio y cols. durante estos
primeros cinco dias, en el grupo con arginina, pero si se observa un aumenté al
primer mes y se mantuvo estable posteriormente. Este comportamiento no es

estadisticamente significativo (p>0.05).
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CONCLUSION

Los nifios que realizaron cepillado dental con arginina al 1.5% tuvieron un mayor
incremento de produccién de amonio por arginina deiminasa desde el inicio del

estudio, a los 15 dias, al mes y a los dos meses.

Los niflos que realizaron cepillado dental con solo flor 1450 ppm tuvieron un

incremento de produccion de amonio al mes y a los dos meses.

Los nifios que realizaron cepillado dental con pasta con arginina y pasta con solo
fldor no tuvieron produccién de amonio por ureasa de manera significativa a lo largo

del estudio.

En saliva, la produccion de amonio tanto en nifios que realizaron el cepillado con
arginina como con solo fldor no tuvieron una produccién de amonio significativa

comparando la toma inicial hasta los dos meses que duré el estudio.

El pH salival se mantuvo neutro tanto en pacientes que realizaron uso de pasta con

arginina como pasta con solo fluor a lo largo del estudio.
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ANEXOS

Anexo 1
CONSENTIMIENTO INFORMADO

A quien corresponda:

Yo declaro libre y
voluntariamente, que acepto que mi hijo(a)
, de afnos, participe

en el estudio “Modificacién de los niveles de pH salival con el uso de dentifricos con
arginina en nifios preescolares” para obtener el titulo de maestria en estomatologia
con terminal en pediatria.

Estoy consciente de que los procedimientos, pruebas y tratamientos para lograr los
objetivos consistiran en:

- Recoleccion de placa dentobacteriana, la cual es un conjunto de bacterias
adheridas al diente y se acumulan cuando no existe un correcto cepillado,
para obtener un conteo de concentracion de amonio.

- Toma de muestra de saliva para determinar el pH salival.

Es de mi consentimiento que seré libre de retirar a mi hijo de la presente
investigacién en el momento que asi lo desee. También puedo solicitar informacion
adicional acerca del estudio en el que participa mi hijo(a). En caso de mi retiro del
estudio, la atencion como paciente y obtencién de informacion no serd negada.

Nombre padre/madre/tutor:

Firma padre/madre/tutor:

Fecha:

Firma del investigador Firma del testigo
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