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1. INDICE DE ABREVIATURAS

AAPD: American Academy of Pediatric Dentistry

ADA: American Dental Association

CA VI: Anhidrasa Carbonica VI

CAMBRA: Caries Management by Risk Assessment

CAT: Caries Risk Assessment Tool

CCI: CariesCare International

ceod: Cariados, extraidos y obturados (denticion temporal)

CIT: Caries de la Infancia Temprana

CPOD: Cariados, Perdidos y Obturados (denticidbn permanente)
CRA: Caries Risk Assessment

HAP: Hidroxiapatita

ICDAS: International Caries Detection and Assessment System
OMS: Organizacion Mundial de la Salud

SIVEPAB: Sistema de Vigilancia Epidemiolégica de Patologias Bucales



2. INTRODUCCION

Segun el Informe Global sobre el Estado de la Salud Bucodental de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) publicado en 2022, se estima que aproximadamente 514
millones de nifios en todo el mundo padecen caries en los dientes temporales [1]. En la
poblacién infantii mexicana, los datos mas recientes del Sistema de Vigilancia
Epidemiolégica de Patologias Bucales (SIVEPAB) 2023, de una muestra total de 7,763
nifios de 2-5 afos, el 72.2% presentd caries [2]. En comparacién con los datos del
SIVEPAB del 2009 a partir de una muestra total de 7,631 nifios de la misma edad, el
35.8% padecia de caries [3]. Esto muestra un aumento en la prevalencia de esta
enfermedad en la poblacion infantil mexicana a lo largo de los ultimos 13 afios, lo que
demuestra la necesidad de ampliar las herramientas de prevencién, deteccién temprana

y atencion publica infantil.

La caries es de etiologia multifactorial y tiene como consecuencia la pérdida mineral
neta de tejidos duros dentales, por los ataques acidos en el biofilm [4]. La saliva bajo
condiciones adecuadas tiene un papel importante en la remineralizacion del esmalte y
en la neutralizacién de los productos acidos del metabolismo microbiano [5,6]. El principal
mecanismo amortiguador de acidos en la saliva es el sistema de bicarbonato/ acido
carbonico, llevado a cabo por la isoenzima Anhidrasa Carbdnica (CA VI). Este sistema
de bicarbonato ayuda a eliminar el exceso de H* presentes en el biofilm dental, para

neutralizar el pH y disminuir el riesgo del inicio o evolucion del proceso cariogénico [7].



Alteraciones en el sistema de bicarbonato pueden indicar un mecanismo de defensa
gue se encuentra saturado o funciona inadecuadamente ante los ataques acidos, esto

puede indicar un huésped susceptible a una rapida evolucion en el proceso cariogénico.

Este estudio tuvo el propdsito de asociar los niveles de CA VI, una enzima clave en
la capacidad buffer de la saliva, con la progresion de las lesiones cariosas. Ademas,
pretende contribuir a la comprension del papel de la CA VI como un posible biomarcador
en la evaluacion del riesgo de caries, asi como en el disefio de estrategias de prevencion

y diagndstico en salud bucal.

Palabras clave:

Anhidrasa carbdnica 6, Anhidrasa carbonica VI, caries, ICDAS, capacidad buffer salival.

10



3. ANTECEDENTES GENERALES

3.1 Caries

La caries es una enfermedad dindmica, cronica, multifactorial, no transmisible ni
infecciosa, mediada por biopeliculas, modulada por factores biolégicos, conductuales,
psicosociales y ambientales [8]. El proceso de caries se caracteriza por la pérdida activa
de minerales en los tejidos duros dentales, causada por la actividad metabdlica de
microorganismos presentes en el biofilm. Este proceso se ve favorecido por el consumo

frecuente de hidratos de carbono fermentables e inadecuado cuidado bucodental [9].

Cuando esta enfermedad se presenta en nifios menores de 6 afios, se denomina
Caries de la Infancia Temprana (CIT). Se define como: "La presencia de una o0 mas
lesiones de caries (cavitadas o no cavitadas), dientes ausentes (debido a caries) o
restaurados en cualquier diente temporal de un nifio menor de 6 afios". La CIT se
caracteriza por su rapida progresion y es particularmente alarmante, ya que aumenta la
predisposicion a sufrir caries a lo largo de la vida [10]. La CIT se desencadena por
diversos factores, entre los que destacan: el consumo habitual de carbohidratos
fermentables o azUcares libres, el uso de biberén nocturno, una higiene bucal deficiente
proporcionada por los padres o cuidadores, asi como condiciones sistémicas y otros

factores asociados [8,11].

3.2 Epidemiologia de caries

La caries dental constituye un problema de salud publica mundial debido a su alta
prevalencia. Segun el informe de 2022 de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),

la caries no tratada es la afeccion mas comudn a nivel global, afectando a
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aproximadamente 3,500 millones de personas. Ademas, se considera la enfermedad
cronica mas frecuente, con una prevalencia significativa en la denticion temporal que
afecta a 514 millones de nifios [1,12]. La situacion en México es igualmente alarmante,
el Sistema de Vigilancia Epidemioldgica de Patologias Bucales (SIVEPAB) 2023
reportd una prevalencia del 72.2% de caries en la infancia temprana [2]. En comparacion,
los primeros datos reportados por este sistema en 2009 indicaban que el 35.8% de los
nifios en la misma etapa de desarrollo padecian caries. Esto evidencia que, en lugar de

una disminucién en los casos, la incidencia ha aumentado en la Gltima década [2,3].

Este incremento se relaciona directamente con la falta de herramientas preventivas
y de atencion eficaces dentro de los sistemas de salud. La carencia de estrategias
adecuadas para prevenir y tratar esta enfermedad dificulta abordar de manera efectiva

este desafio de salud publica a nivel nacional [1].

3.3 Patogénesis de Caries

En la cavidad bucal habitan diversos microorganismos que conforman el microbiota
bucal. Estos microorganismos forman comunidades de diferentes especies que se
adhieren a una matriz polimérica extracelular, compuesta de polisacéaridos, conocida
como biofilm [8,13]. Aunque su presencia es generalmente imperceptible a simple vista,
se encuentra en las distintas superficies de la cavidad bucal, como los tejidos blandos y
los dientes [8,14]. El biofilm es esencial para la salud bucal, ya que facilita una relacion

simbidtica entre los microorganismos residentes y el huésped [15].

Cuando no se realiza una adecuada desorganizacion del biofilm, este puede madurar

sobre las superficies dentales [4]. Segun la “hipotesis de la placa ecolégica” de Marsh

12



(1994), el biofilm cambia de un estado sano a uno patégeno debido a la interaccién entre
la actividad de los microorganismos y el entorno bucal [16,17]. El ambiente bucal, a su
vez, esta afectado por factores de riesgo del huésped, entre ellos factores sistémicos,

hébitos dietéticos y conductuales [4].

Los tejidos duros dentales estan compuestos principalmente por mineral fosfato de
calcio hidroxiapatita (HAP). Millones de estos cristales de hidroxiapatita componen la
unidad estructural principal del esmalte que son los prismas del esmalte y lo convierte en
el tejido mas duro del cuerpo. No obstante, frente a ataques quimicos frecuentes, este
se vuelve susceptible, ya que los &cidos empiezan a penetrar entre los prismas del

esmalte [18].

La desmineralizacién de estos tejidos depende del pH en el entorno bucal y del
mecanismo de reparacion natural del cuerpo que es la remineralizacion mediante iones
de fosfato y calcio provenientes de la saliva. Bajo condiciones fisiolégicas, tanto la saliva
como el biofilm bucal tienen un pH cercano a la neutralidad (entre 6.2 y 7.6). La variacion
de estos factores locales determinara si el esmalte, experimentard desmineralizacién o

remineralizacion [18].

Cualquier alteracion en el entorno bucal pueden modificar el pH del biofilm,
volviéndolo més acidogénico e influyendo en el inicio de un proceso cariogénico [19-23].
Bajo estas condiciones, las bacterias oportunistas presentes en el biofilm descomponen
los azucares dietéticos, generando una matriz extracelular que favorece su adhesion a

las superficies dentales y las protege de los factores externos [4].
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Las bacterias acidogénicas metabolizan carbohidratos fermentables, produciendo
acidos organicos, como acido lactico, férmico, acético y propionico [24,25]. Estos acidos
se difunden a través de los prismas del esmalte, alcanzando la dentina o el cemento, y
provocan la disolucién parcial de los minerales de hidroxiapatita [14,26]. Como
consecuencia, los iones de calcio y fosfato liberados por la disolucion mineral se difunden
fuera del diente, afectando su integridad estructural [25]. Si los procesos de
desmineralizacion persisten debido a ataques acidos repetidos, los tejidos duros mas
profundos seguiran perdiendo minerales, lo que puede llevar a su fractura y al desarrollo
de lesiones extensas de caries. En etapas avanzadas, este dafio puede desencadenar

inflamacion pulpar y eventualmente, necrosis pulpar [14].

Sin embargo, el proceso de desmineralizacion puede revertirse en cualquier
momento a traveés de la remineralizacion, siempre que el pH vuelva a la neutralidad y los
iones de calcio, fosfato y fluoruro se difundan hacia el diente a traves de la saliva. Estos
iones se depositan sobre los remanentes cristalinos de la lesion, formando una nueva
capa de cristales mixtos de fluorhidroxiapatita [18]. Los cristales recién formados o
parcialmente regenerados presentan una menor solubilidad en comparacion con los
originales, lo que los hace mas resistentes a futuros ataques acidos [27]. A lo largo del
dia, el proceso de desmineralizacién y remineralizacion ocurre en multiples ocasiones,

determinando si el diente experimentara cavitacion o reparacion.

La evolucion de una lesion cariosa ya sea su progresion, estabilidad o reversion,
depende del equilibrio entre los factores protectores y los factores patologicos. Si los
factores patolégicos predominan, la caries avanza, mientras que, si los factores

protectores son mayores, el proceso se puede detener o revertir [24]. Entre los factores

14



patolégicos se encuentran la disbiosis del microbiota bucal, proliferacion de bacterias
acidogénicas, la disfuncion de las glandulas salivales y el consumo frecuente de
carbohidratos fermentables. En contraste, los factores protectores incluyen diversos
componentes salivales, como calcio, fosfato y fluoruro, asi como sistemas buffer que
regulan el pH de la saliva. Ademas, las proteinas protectoras que conforman la pelicula
adquirida, los compuestos antibacterianos naturales en la saliva, el fluoruro de fuentes
externas y sustancias que estimulan la funcion salival, como el chicle sin azlcar, también
contribuyen a la defensa contra la caries. El equilibrio entre estos factores es

determinante en el desarrollo y progresion de la caries en un paciente [9].

3.4 Manifestaciones clinicas e histologicas

Es importante reconocer que la caries presenta una gran variabilidad en su
manifestacion de lesiones clinicas. Inicialmente, se detecta como una mancha blanca de
apariencia opaca, similar al gis, en superficies lisas del esmalte, lo que indica un proceso
de desmineralizacién. Si esta lesibn no recibe tratamiento oportuno, progresa,
aumentando su extension y profundidad. Eventualmente, se produce una cavitacién en
el esmalte que puede alcanzar la dentina, momento en el cual la lesiéon se vuelve

sintomatica [26].

En la interfase dentino-pulpar, los odontoblastos, células especializadas que forman
parte de la pulpa dental, reaccionan ante el ataque microbiano mediante un proceso
inflamatorio. En respuesta, secretan quimiocinas y generan dentina terciaria, un tejido de
proteccion sintetizado con el apoyo de las células madre presentes en el tejido pulpar.
Sin embargo, cuando la lesion avanza de manera significativa, se produce la necrosis de

los odontoblastos localizados en los tabulos dentinarios. Si la lesion alcanza la pulpa
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dental, se desencadenan procesos inflamatorios severos que eventualmente conducen
a la degeneraciéon y necrosis del tejido pulpar, regulados por diversos tipos celulares

presentes en esta region [28].

Los sintomas asociados a las lesiones de caries incluyen molestias, sensibilidad y
dolor, mientras que las complicaciones en etapas avanzadas abarcan inflamacion del
tejido pulpar o de los tejidos circundantes al diente afectado, infecciones agudas y

cronicas, formacion de abscesos, celulitis y en casos graves pérdida dental [29].

3.5 Etiologia de Caries

La caries es una enfermedad multifactorial que se desarrolla a partir de la interaccion
de diversos factores que pueden coexistir y contribuir tanto a su inicio como a su
progresion [30]. Entre los principales factores que deben existir para que se lleve a cabo
la enfermedad son microorganismos en un biofilm, presencia de carbohidratos

fermentables de la dieta, un huésped y el tiempo [14,31].

Ademas, multiples factores de riesgo estan asociados con el desarrollo de caries [32].
Estudios epidemioldgicos han identificado que el estatus socioecondmico bajo, factores
genéticos, fisioldgicos, ambientales y el bajo peso al nacer aumentan la susceptibilidad
a esta enfermedad [33]. Asimismo, la exposicion constante a carbohidratos fermentables
debido a una alimentacion inadecuada, junto con diversos factores sociales, también

influyen en su desarrollo y progresion [32,34].
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3.5.1 Factores contextuales:

Existen factores externos que influyen en el desarrollo de caries; el ambiente y
contexto en el que se vive, valores sociales, culturales, deficiencias en los programas y
servicios de la salud publica; estos ultimos son afectados por la falta en la inversion
econOmica, promocion de la salud bucal y programas de prevencién como la fluoracién

comunitaria [35].

En un estudio realizado para evaluar los factores etiol6gicos de la caries en paises
de América Latina y el Caribe, se analizaron los niveles de gasto en salud como
porcentaje del Producto Interno Bruto (PIB). Los resultados incluyeron estimaciones del
gasto actual en salud, considerando bienes y servicios médicos consumidos anualmente
en cada pais. En este contexto, México presentd un gasto en la salud aproximado del
5.7% de su PIB del periodo analizado del 2006-2014, ubicandose en un nivel intermedio-
bajo en comparacién con otras naciones de la region [35]. Esta limitada asignacion de
recursos podria influir negativamente en la prevencion y el tratamiento de enfermedades
bucodentales, como la caries. Un menor presupuesto destinado a la salud implica
posibles deficiencias en el acceso a servicios odontoldgicos, campafas de prevenciéon y

educacion sobre higiene bucal [36].

3.5.2 Factores socioecondmicos y demoqréaficos:

El desarrollo de la caries esta influenciado por diversos factores individuales, los
cuales pueden agruparse en aspectos socioeconomicos, educativos, demograficos y de

salud. Entre ellos se incluyen la etnicidad, la cultura, el nivel socioeconémico, el nivel
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educativo, los ingresos, edad, género, la presencia de necesidades especiales y las

enfermedades sistémicas [37].

Impacto del Nivel Socioecondmico vy la Educacion

Numerosos estudios han demostrado que la caries afecta de manera
desproporcionada a los nifios en condiciones socioecondmicas desfavorables. Un
andlisis sobre la relacion entre la carga de lesiones de caries y la desigualdad evidencio
que, los nifios pertenecientes al quintil mas pobre presentan una mayor prevalencia de

esta enfermedad en comparacion con aquellos de niveles econdémicos més altos [38].

El nivel educativo de los padres se considera un indicador de la posicion
socioecondmica del nifio, ya que la educacion proporciona habilidades y conocimientos
gue favorecen la comunicacion y aumentan la receptividad a la informacién sobre salud
bucodental [39]. A su vez, el empleo y los ingresos familiares determinan el acceso tanto
a la educacién como a los servicios odontoldgicos. En consecuencia, las familias con
menores recursos suelen enfrentar una mayor exposicién a factores de riesgo que

contribuyen al desarrollo de la caries [40,41].

Diferencias Demogréficas en la Prevalencia de Caries

Se ha identificado variaciones en la prevalencia de caries segun la edad, el género
y la etnicidad. Por ejemplo, se ha observado que las nifias presentan un indice de caries
superior al de los nifios, lo que sugiere posibles diferencias biolégicas o de habitos de
higiene bucal entre ambos sexos. En cuanto a la edad, una investigacion realizada en

México en nifios de entre 3 y 6 afos reveld que a medida que los nifios crecen, la
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prevalencia y severidad de la caries aumenta. Esto puede estar relacionado con la

prolongada exposicion a factores de riesgo [42].

Ciertos grupos étnicos e inmigrantes tienen una mayor predisposicion a desarrollar
caries en comparacion con otros sectores de la poblacion. Factores como el acceso
limitado a servicios de salud, la alimentacién y los habitos de higiene pueden

desempefiar un papel crucial en esta poblacion [43].

3.5.3 Factores conductuales:

Los factores de riesgo conductuales abarcan patrones dietéticos poco saludables,
como un alto consumo de azucares libres, una higiene bucal ineficiente, exposicion
insuficiente a fluoruro particularmente por la falta de uso de pastas dentales con fluoruro

y la falta de atencion odontoldgica preventiva de manera regular [35].

Azlcares vy dieta

Las elecciones alimenticias desempefian un papel crucial en el desarrollo de la
caries, especialmente cuando la dieta es rica en carbohidratos fermentables y azlcares
libres [44]. Estos ultimos, presentes tanto en productos procesados como de forma
natural en la miel, los jarabes y los jugos de frutas, constituyen un factor determinante en
la aparicion de caries, ya que influyen en la formaciéon y composicion del biofilm dental
[45,46]. Una alimentacion inadecuada prolonga la exposicién de los dientes a azlcares,

lo que incrementa significativamente el riesgo de sufrir esta enfermedad [45].

El impacto de la dieta en la incidencia de caries depende, en gran medida, de dos

factores: la edad a la que se introduce el azucar en la alimentacion y la frecuencia con la
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gue se consume. Introducir azucar en la dieta de un bebé en etapas tempranas favorece
la formacion de un microbiota cariogénico. Ademas, el contacto precoz con el azlcar
refuerza la preferencia por los alimentos dulces, lo que suele derivar en un mayor

consumo de productos con altos niveles de azucares afiadidos [47].

Existe una relacion dosis-dependiente entre la ingesta de carbohidratos y la aparicién
de caries. A medida que aumenta el consumo de carbohidratos, en particular los
azucares, se eleva el riesgo de desarrollar esta afeccion [46]. Este fendmeno se debe a
la produccion constante de acidos, lo que genera un ambiente con un pH
extremadamente bajo en el biofilm dental. Como consecuencia el ciclo de
desmineralizacion y remineralizacion se ve afectado, favoreciendo al primero y a la

progresion de la caries [35,45].

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) emitié una recomendacién para limitar
la ingesta de estos azucares con el objetivo de prevenir tanto la obesidad como la caries
a lo largo de la vida. Se recomendd reducir el consumo de azlcares libres a menos del
10% del aporte caldrico diario. EI consumo de azUcares libres no deberia superar los 50
gramos por dia, aunque esta cantidad varia segun el tipo de azlcar ingerido [48]. Los
azucares libres incluyen los monosacéridos y disacaridos afiadidos a los alimentos y

bebidas, tanto por la industria como por los propios consumidores [46].

Por otro lado, reducir alin mas la ingesta de azucares libres, hasta menos del 5% del
consumo cal6rico total, podria aportar beneficios adicionales. Seguir esta Ultima
recomendacion haria extremadamente improbable el desarrollo de caries, incluso en

ausencia de fluoruro [48].
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Beneficios de la reduccidon del azucar (cantidad y frecuencia):

1. Disminuye la disponibilidad de sustrato para el metabolismo de las bacterias
acidogénicas.

2. Reduce la formacion de la matriz del biofilm.

3. Limita el crecimiento de bacterias aciduricas.

4. Favorece un biofilm méas delgado y menos agresivo [49].

Higiene bucal vy productos fluorados

El mantenimiento de un biofilm bucal saludable depende en gran medida de una
desorganizacion mecéanica regular y suave, lo que ayuda a prevenir la formaciéon de
comunidades bacterianas maduras, especialmente en zonas propensas a la
acumulacion de biofilm. Con el paso del tiempo, la composicion del biofilm cambia
después de la higiene bucal. Sin embargo, un cepillado adecuado y constante, al menos

dos veces al dia, favorece el equilibrio del microbioma bucal [50].

El cepillado dental es una estrategia sencilla y accesible para garantizar una
administracion constante de fluoruro en la cavidad bucal. Sin embargo, el uso de pastas
dentales sin fluoruro se ha relacionado con una mayor incidencia de caries en nifios. Por
el contrario, la combinacién del cepillado regular con una pasta fluorada produce un

menor riesgo de desarrollar caries [51,52].
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Visitas requlares de prevenciéon

Las visitas odontoldgicas preventivas frecuentes estan relacionadas con la
preservacion de la salud bucal y una menor necesidad de tratamientos restaurativos a lo
largo de la vida. La atencion periddica permite detectar y tratar oportunamente

enfermedades como la caries [53].

Asimismo, la aplicacion profesional de barniz o gel de fluoruro es altamente efectivo
para prevenir caries en dientes temporales y permanentes [54]. La frecuencia de las
visitas odontolégicas varia segun el nivel de riesgo del paciente y su edad, pudiendo
oscilar entre controles cada 3 meses en casos de alto riesgo y hasta cada 6, 12 o 24

meses en pacientes de bajo riesgo a caries [54,55].

3.5.4 Factores bioldgicos

Los factores de riesgo de caries en este grupo abarcan presencia de biofilm con
potencial cariogénico, antecedentes recientes de caries, lesiones activas, anomalias en

la formacion del esmalte dental, composicion y funcion salival [35].

Disbhiosis del Microbioma Bucal:

El microbiota bucal es una comunidad microbiana Unica en cada individuo,
compuesta por una amplia diversidad de especies. En una persona sana, se estima que
alrededor de 200 especies colonizan la cavidad bucal, de un total superior a 700 especies
identificadas. El microbiota mantiene una relacion simbidtica con el huésped, en el que
los microorganismos bucales residentes contribuyen a la exclusion de patégenos y

modulan a la baja respuestas inflamatorias no deseadas [56]. Una vez establecida, el
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microbiota bucal suele ser estable y resistente a factores externos. No obstante, cuando
los factores de estrés ambiental superan su capacidad de adaptacion, esta estabilidad

puede verse comprometida [57].

El consumo frecuente y excesivo de azucares puede alterar el equilibrio ecolégico
del biofilm bucal. En tales condiciones, ciertas bacterias acidogénicas y aciduricas, que
en condiciones normales son comensales, comienzan a proliferar hasta alcanzar niveles
criticos, generando un ambiente con pH bajo, lo que facilita su transicién a un estado
patologico [26,57]. De manera similar, la reduccién en el flujo salival y falta de
desorganizacion mecéanica del biofilm (limpieza dental regular) pueden provocar cambios
similares [58]. Por esta razdn, la caries ha sido descrita por Marsh como una "catastrofe
ecologica microbiana” [59]. Este concepto, junto con la hipotesis ecoldgica de la placa
dental, enfatiza que para prevenir o controlar la enfermedad es necesario interrumpir los

factores que impulsan la disbiosis [4].

Microorganismos involucrados en la caries

Las bacterias implicadas en la caries poseen un perfil acidogénico y acidofilicas
[60,61]. En un biofilm bucal sano, este tipo de microorganismos representan menos del
1% del microbioma total [62]. Sin embargo, cuando la caries progresa, el ambiente se
torna mas acido permitiendo que las bacterias aciduricas se multipliquen y reemplacen

a especies comensales beneficiosas [63].

Entre los principales grupos de bacterias relacionadas con la formacion y progresion

de la caries, destacan:
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1. Los estreptococos del grupo mutans (Streptococcus mutans y Streptococcus

sobrinus).

2. Bacterias del género Lactobacillus, cuya presencia esta altamente correlacionada

con lesiones avanzadas de caries [64—66].

El Lactobacillus tiene un papel fundamental en el desarrollo de la caries, ya que
acidifica el microambiente de las lesiones iniciales, favoreciendo a la formacion de nichos
protectores donde puede multiplicarse y sobrevivir [67]. Por otro lado, S. mutans
metaboliza los azUcares en acidos, lo que contribuye directamente a la desmineralizacion
del esmalte dental. Asimismo, especies del género Actinomyces, como Actinomyces
gerencseriae, han sido vinculadas con la fase inicial de la caries, mientras que bacterias
del género Bifidobacterium han sido asociadas con lesiones cariosas profundas. Ciertas
especies de estreptococos distintos a S. mutans, que poseen propiedades acidogénicas
y aciddfilicas, también han sido identificadas como participantes en la progresion de la
caries. Ademas de las bacterias, otros microorganismos contribuyen al desarrollo de la

caries:[63]

5. Levaduras sacaroliticas, como Céandida albicans, una de las més prevalentes en

la cavidad bucal.

6. Arqueas, que pueden potenciar los procesos fermentativos, favoreciendo la

produccion de acidos.

7. Bacteriofagos, virus que infectan bacterias y pueden facilitar la transferencia de

genes, contribuyendo a la evolucion y virulencia del microbiota bucal [68,69].
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El desarrollo de la caries esta influenciado por una serie de interacciones
microbianas que determinan la estabilidad del microbioma bucal, lo que hace que su

equilibrio sea un factor clave en la prevencion y tratamiento de la enfermedad [70,71].

Experiencia de caries

La experiencia de caries se refiere al nimero de dientes o superficies afectados por
caries, restauraciones o pérdidas dentales a causa de la enfermedad, acumulados hasta
un momento determinado. En su evaluacion, tradicionalmente se ha utilizado el indice
epidemiolégico de denticion temporal que registra el total de dientes temporales cariados,
extraidos y obturados (ceod). Sin embargo, en la actualidad existen nuevos métodos de
prevalencia y severidad de caries [8]. La experiencia de caries es un factor clave en el
riesgo de desarrollar nuevas lesiones en el futuro. Su capacidad predictiva varia segun
la edad, con una precision moderada a alta en nifios preescolares y mas limitada en

escolares y adolescentes [72].

Defectos del desarrollo del esmalte

Los defectos en el desarrollo del esmalte, que incluyen anomalias como hipoplasias
o hipomineralizacion, son considerados factores de riesgo clave para el desarrollo de
caries, debido principalmente a la acumulacion de biofilm y a la alta susceptibilidad a
fracturas del esmalte post-erupcion [73]. Se ha demostrado que condiciones adversas
durante el periodo prenatal, como el nacimiento prematuro, el bajo peso al nacer, la
desnutricion y enfermedades, estan asociadas con estas anomalias en el esmalte [74].

Aunque estos defectos se reconocen como un riesgo independiente para las caries,
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todavia no se ha establecido una relacion causal entre estos y la incidencia de caries

[75].

Pacientes con necesidades especiales

Las necesidades especiales pueden clasificarse en categorias por su area de
afectacion en: cognitiva, fisica, auditiva, multiple y visual [76]. Las discapacidades
derivadas de deficiencias fisicas o cognitivas, como la pardlisis cerebral o diversos
sindromes, impactan significativamente en sus actividades cotidianas y de autocuidado.
Estas condiciones requieren de asistencia para el cepillado dental, la falta de esta
asistencia puede deteriorar la higiene bucal, que incrementa el riesgo de desarrollar
caries y enfermedades periodontales [77]. La incapacidad para mantener una adecuada
higiene bucal es un factor en la alta incidencia de estos problemas. Ademas, pueden
presentarse complicaciones adicionales como respiracion bucal, maloclusiones y efectos
secundarios de medicamentos. En muchos casos, la salud bucal de estos pacientes tiene

una relacion directa con sus discapacidades fisicas o mentales [76,78].

Saliva

La saliva, un fluido bioldgico incoloro y neutro en condiciones normales, tiene un pH
gue oscila entre 6.5y 7. La saliva total es una mezcla de secreciones de las glandulas
salivales mayores (parotidas, submandibulares, sublinguales) y menores, junto con
liquido crevicular, restos celulares, alimentos, bacterias y sus metabolitos [79]. La
glandula salival que produce mayor secrecion es la parétida, con secrecion de tipo seroso

y contenido alto de bicarbonato. Cuando la saliva producida por las glandulas continua
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en su conducto y no se ha contaminado en el medio bucal con los restos celulares, de

alimentos, bacterias y otros, se conoce como saliva glandular [80].

El flujo, volumen y propiedades salivales son influenciados por factores como la
edad, la higiene bucal, habitos alimenticios, medicamentos, niveles de hidratacion, ritmo
circadiano y ejercicio [81]. En condiciones normales, la produccion salival varia entre 0.5
y 1.5 litros al dia. El flujo de saliva no estimulada es aproximadamente de 0.3-0.4 ml/min,
reduciéndose a 0.1 ml/min durante el suefio. Sin embargo, actividades como comer o

masticar pueden incrementar el flujo salival hasta 4.0-5.0 ml/min [79].

La saliva contiene componentes inorganicos y proteinas que interaccionan con las
superficies de la cavidad bucal, reduciendo el riesgo de caries [82]. Entre sus
mecanismos de proteccidn innatos, la saliva facilita la limpieza mecanica, disminuye la
solubilidad de los iones de calcio, fosfato y fluoruro, y posee actividad antimicrobiana y
neutralizante [83]. Ademas, las proteinas salivales, como las defensinas y catelicidinas
con funciones antibacterianas y las histatinas antifingicas, protegen las estructuras

bucales [84].

La saliva no solo es crucial en la proteccion contra la caries por su capacidad de
restaurar el pH del biofilm dental cuando las bacterias producen &cidos, sino también por
su tasa de flujo que elimina los acidos de la cavidad bucal y las proteinas salivales que
forman una barrera semipermeable reduciendo el contacto de los acidos con los dientes

[24].

La hiposalivacién es la disminucion del flujo salival se encuentra relacionada con la

caries. Trastornos sistémicos y metabdlicos como el sindrome de Sjogren, ciertos
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medicamentos Yy la irradiaciéon de cabeza y cuello pueden causar hipofuncion salival,

aumentando el riesgo de caries [85].

En condiciones normales, la saliva est4 saturada y su actividad idnica de calcio y
fosfato es equivalente a la solubilidad de la hidroxiapatita del esmalte, previniendo la
desmineralizacion de las estructuras dentales [5]. La capacidad buffer de la saliva
permite resistir cambios en el pH, neutralizando &cidos en el ambiente bucal mediante
sistemas de fosfato, proteinas y bicarbonato [86,87]. El sistema tampon de fosfato actia
mediante el ion HPO4 que se une a un ion de hidrogeno para formar H2PO4-, creando
un par acido-base con un valor pKa de 6.8-7.2, cercano al pH salival de 6-8, aunque su

accion es limitada por las bajas concentraciones de fosfato en la boca [86—88].

Por otro lado, las proteinas salivales tienen capacidad buffer debido a sus puntos
isoeléctricos, oscilando entre pH 5 y 9. Pueden aceptar protones cuando estan debajo
de su punto isoeléctrico y liberarlos cuando estan por encima. Esta funcién
amortiguadora es especialmente efectiva en estados alcalinos y puede aumentar la
viscosidad de la saliva, formando una barrera fisica que protege los dientes [89]. El
principal mecanismo amortiguador de la saliva estimulada por su capacidad buffer es el

sistema de bicarbonato/ 4cido carbonico [6].

Anhidrasa carbo6nica VI

La anhidrasa carbédnica VI (CA VI) es una isoenzima secretada por las glandulas
salivales mayores, principalmente por la glandula parétida y la submandibular. Es la
Unica isoenzima secretada de la familia de las anhidrasas carbdnicas, que lleva a cabo

el sistema de bicarbonato/ acido carbdénico [90]. Esta enzima es importante en el
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mantenimiento del pH salival a niveles neutros por su capacidad buffer en situaciones en

las que hay un pH critico [91].

Se encarga de elevar el pH &cido, mediante el catabolismo de la reaccién reversible
del diéxido de carbono -CO:2 + H20 < H* + HCO3s; CO2es diéxido de carbono, H2COs es
acido carbonico y HCOs es bicarbonato. Posterior a la alimentacion, dos cambios
notables suceden a nivel de la cavidad bucal, la disminucion del pH que conduce a un
aumento en la concentracion de bicarbonatos. Estos penetran el biofilm y se acumulan
en la superficie del esmalte, ayudan a remover las cantidades excesivas de H* de los
productos bacterianos [92]. Después el equilibrio en esta reaccion se desplaza a la
izquierda y se produce un exceso de acido carbodnico, que requiere eliminarse. El
aumento en la concentracion de acido carbonico produce COz2, que se difunde a través
de la boca al medio ambiente. De esta forma se disminuye la concentracion de acido
carbonico y se requiere establecer otra vez el equilibrio, asi es como se unen
bicarbonatos al hidrogeno para formar acido carbonico. Este sistema de acido carbonico
ayuda a eliminar el exceso de H* presentes en el biofilm, neutralizar el pH y disminuir el

riesgo de inicio de caries [7,22,23].
3.6 Diagnostico de caries

La deteccion oportuna de caries es fundamental para definir estrategias de
tratamiento y prevencion adecuadas. El proceso de deteccion se basa en la identificacion
de signos clinicos de caries en diferentes etapas, ya sean lesiones no cavitadas,

microcavitadas o cavitadas. Ademas de la inspeccién clinica, existen herramientas
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auxiliares para detectar caries, como los estudios radiogréaficos y diversos métodos

opticos, digitales y estudio a nivel histolégico del tejido dental.

3.6.1 Métodos de deteccidn visual y epidemioldgica

Uno de los métodos de deteccion mas empleados tanto en investigacion
epidemiolégica como a nivel individual es el indice desarrollado por la OMS que
cuantifica el numero de dientes cariados, perdidos y obturados (CPOD). En la denticion
temporal este mismo indice se conoce como ceo-d, sefialan la experiencia de caries y

establece la severidad de caries mediante los valores obtenidos:

0-1.1 Muy Bajo

e 1.2-2.6 Bajo

e 2.7-4.4 Moderado

e 45-6.5Alo

e 6.6 > Muy Alto

Sin embargo, la principal limitacion de estos indices radica en que solo
contemplan lesiones cavitadas, dejando por fuera las fases iniciales que suelen

manifestarse como manchas blancas en el esmalte [93,94].

Para mejorar la precision en la deteccion y clasificacion de caries, en 2002 se
desarroll6 el Sistema Internacional de Deteccion y Diagnostico de Caries (ICDAS,
por sus siglas en inglés). Su objetivo principal es unificar criterios clinicos y de
investigacion, y reducir ambigtiedades generadas por métodos previos [95]. Este sistema

no solo describe claramente los estadios de progresion de caries tanto en esmalte como
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en dentina, sino que también correlaciona los hallazgos clinicos con la extension
histologica de las lesiones. La evaluacion de cada superficie dental bajo condiciones
himedas y secas resulta esencial, ya que las primeras alteraciones del esmalte son mas
visibles cuando el diente esta limpio y seco. Cada lesién recibe un cédigo del 0 al 6,
segun su severidad. La inclusién de lesiones de esmalte tanto no cavitadas como
cavitadas aumenta la sensibilidad diagnéstica, particularmente en poblaciones con baja
prevalencia de caries. ldentificar estas lesiones en etapas iniciales permite al profesional
tomar decisiones clinicas mas precisas para cada caso y representa una oportunidad
critica para implementar estrategias oportunas de remineralizacion y prevenir su

progresion hacia etapas mas avanzadas y cavitada. [94,96].

3.6.2 Uso de radiografias y métodos novedosos

Las radiografias dentales, en especial las de tipo aleta de mordida son de gran ayuda
para encontrar lesiones que no siempre son visibles durante una inspeccion
convencional, ya sea en esmalte o en dentina. Este tipo de radiografia aumenta la
deteccién de caries en superficies interproximales y, ademas, identifica restauraciones

defectuosas que podrian pasar inadvertidas clinicamente en un examen visual [97].

En la busqueda de técnicas que permitan un diagnéstico mas temprano y preciso, se
han desarrollado diversos métodos novedosos basados en fluorescencia laser (como
DIAGNOdent®), transiluminacion con fibra optica, conductividad eléctrica y fluorescencia
inducida por luz cuantitativa. Aunque se han observado resultados positivos, aun se
requieren mayores estudios de validacion comparando estas técnicas con métodos
convencionales para confirmar su precision diagnostica y respaldar su implementacion

rutinaria en la préactica clinica [98].
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3.7 Riesgo a caries

El riesgo de caries se define como la probabilidad de que aparezcan o progresen
lesiones cariosas cuando las condiciones que las favorecen se mantienen inalteradas
durante un periodo determinado [8]. Este concepto esta estrechamente vinculado con un
enfoque de manejo de la caries para reducir la incidencia de la enfermedad. Para lograrlo,
se han implementado diversas estrategias de Evaluacion del Riesgo de Caries (CRA,
por sus siglas en inglés) basadas en evidencia cientifica [99]. Los modelos multivariados
son considerados los mas adecuados para la practica clinica, puesto que ofrecen una

vision mas completa que aquellos centrados en un unico factor de riesgo [100].

A partir de la década de 2000, han surgido modelos estandarizados que evaltan
distintos factores de riesgo y factores protectores para estimar el riesgo de desarrollar
caries [101,102]. Dichos modelos pueden funcionar mediante algoritmos en software o
cuestionarios estandarizados [99]. La CRA mejora la préactica profesional y la toma de
decisiones en el manejo de la caries, incluyendo la planeacién de consultas control
basadas en el riesgo individual [102]. La exactitud de estos modelos varia, mostrando
una precision de moderada a buena en el caso de CTI, aunque menor en nifios mayores,

adolescentes y adultos [99,103].

Para evaluar el riesgo en nifilos menores de 6 afios, se han desarrollado herramientas
como el Cariogram, el Dundee Caries Risk Assessment Model (DCRAM) vy
MySmileBuddy. Otros modelos, dirigidos a nifios mayores de 6 afos, adolescentes y
adultos, incluyen el Cariogram, el Caries Management by Risk Assessment (CAMBRA),
la Caries Risk Tool (CAT), PreViser, Caries Risk Pyramid, la herramienta de riesgo de

caries de la American Dental Association (ADA) y el modelo de la American Association
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of Pediatric Dentistry (AAPD). Ademas, para cualquier edad, CariesCare International
(CCI) propone un modelo de evaluacion de riesgo derivado de un consenso al integrar

conceptos del Cariogram, CAMBRA y otros [100,102,104].

En términos generales, estos sistemas consideran factores socioeconémicos, estado
de salud general, cooperacién del paciente, dieta, higiene bucal y factores clinicos (entre
ellos, la saliva) [99,100]. No obstante, la evaluacién salival suele limitarse a medir el flujo
de saliva en la mayoria de los casos, y solo Cariogram valora la capacidad buffer, sin

una evaluacion especifica de CA VI.

3.8 Impacto de la caries

Las repercusiones de la caries van mas all4 de los sintomas fisicos, ya que también
alteran la calidad de vida de los nifios, puede afectar en su autoestima, conllevar a
maloclusiones y afecta su suefio, aumentando la ansiedad ante visitas médicas de
emergencia y reduciendo su asistencia escolar, lo que impacta negativamente en su

aprendizaje y desarrollo [105,106].

En niflos pequefios, la caries severa puede generar dolor intenso que limita la ingesta
de alimentos, afectando el metabolismo, el crecimiento, desarrollo psicosocial y
psicomotor. Ademas, el estrés derivado de esta condicion incrementa la produccién de
cortisol, lo que altera el suefio y puede comprometer la salud en general [106,107]. A
nivel social, la caries en la denticion temporal es un indicador de problemas de salud
bucal en la adultez y se asocia con enfermedades crdnicas no transmisibles. Por ello, es
fundamental establecer estrategias de prevenciéon, promocion de la salud bucodental, y

deteccidon temprana de factores de riesgo a esta enfermedad [108,109].
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4. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Fernley et al.,1995, en Australia, desarrollaron un radioinmunoanalisis especifico
para cuantificar la concentracién de CA VI en saliva parotidea en 50 adultos sanos de 20
a 56 afios, utilizando copas Carlson-Crittenden para la recoleccion salival. La
concentracion de CA VI mostré una amplia variabilidad, con valores que oscilaron entre
9.7y 121 pg/ml y un promedio de 47.0 + 39.2 pg/ml, representando aproximadamente el
3% del total de proteinas en saliva parotidea. Aunque esta metodologia especifica no se
ha replicado en estudios posteriores, su contribucion es significativa ya que establecid
las bases para futuras investigaciones sobre la cuantificacion de CA VI en saliva

parotidea y permitio estimar su proporcion respecto al total de proteinas salivales[66].

Kivela et al., 1999, en Finlandia, realizaron un estudio transversal en 209 adultos
jovenes sanos de 18 a 24 afios para evaluar la relaciéon entre la concentracion de CA VI
en saliva total y la prevalencia de caries, mediante un examen clinico utilizando el indice
DMFT (dientes permanentes cariados, perdidos y obturados). La concentracién salival
de CA VI fue cuantificada utilizando el inmunoensayo fluorométrico con resolucion
temporal. Encontraron una correlacion negativa significativa entre la concentracion de
CA VIl y la prevalencia de caries, indicando que una baja concentracion de CA VI se
asocié con mayor indice de caries. No se observd correlacion significativa entre la

concentracion de CA VI y los conteos de Lactobacillus sp y Streptococcus mutans [90].

Picco et al., 2017, en Brasil, realizaron un estudio en 74 nifios de edad escolar
divididos en dos grupos segun la presencia o ausencia de caries, determinada mediante
el indice clinico ceod. Se evalud la concentracion y actividad de CA VI en saliva, flujo

salival, pH y capacidad buffer. La concentraciéon salival de CA VI fue cuantificada
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mediante la técnica de ELISA (ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas).
Encontraron que los nifios con caries presentaban una actividad significativamente
mayor de CA VI, mientras que la concentracion era mayor en el grupo libre de caries.
Observaron que una mayor concentracion de CA VI, junto con un pH mas elevado y una
mayor capacidad buffer, se asociaron con una menor actividad de esta isoenzima en el

grupo libre de caries [110].

Picco et al., 2019, en Brasil, llevaron a cabo un estudio en 74 nifios de 7 a 9 afos,
divididos en grupos con y sin caries, el cual fue evaluado clinicamente usando el indice
ceod. Se determiné el pH, concentracion y actividad de CA VI en el biofiim. La
concentracion de CA VI en el biofilm fue determinada mediante ELISA, mientras que la
actividad se evalué mediante zimografia. Se determino que la actividad de CA VI fue
significativamente mayor en el biofilm de nifios con caries, mientras que la concentracion

de CA Vly el pH del biofilm fue menor [111].

Piekoszewska-Zietek et al., 2020, en Polonia, investigaron polimorfismos de un solo
nucledtido (SNP) en el gen de la CA VI en 130 adolescentes de 11 a 16 afios y su relacion
con caries activa, evaluada clinicamente mediante el indice CPOD/CPOS (sumatoria de
superficies permanentes cariadas, perdidas y obturadas) y lesiones de mancha blanca,
asi como las propiedades fisicoquimicas salivales. La concentracion salival de CA VI fue
cuantificada utilizando ELISA. Encontraron que la concentracion media de CA VI fue
significativamente menor en el grupo con caries activa en comparacion con el grupo libre
de caries. Aunque se observaron relaciones significativas entre algunos SNPs del gen
CA VI y propiedades salivales como la capacidad amortiguadora y la tasa de flujo salival,

no hubo asociacion directa entre estos polimorfismos y el riesgo de caries [112].
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Vasudevan et al., 2022, en India, realizaron un estudio de casos y controles en 60
nifios de 6 a 12 afos para evaluar las concentraciones de CA VI, proteinas totales y
antioxidantes en saliva en grupos de caries activos y caries libres, evaluados mediante
el indice CPOD/ceod. Encontraron que la concentracién de CA VI fue significativamente
mayor en nifios con caries activa, siendo este el Unico estudio hasta la fecha que ha
reportado tal hallazgo. También observaron niveles elevados de antioxidantes como el
acido drico, el superéxido dismutasa y la peroxidasa lipidica en este grupo. Estos
resultados sugieren que las variaciones en CA VI y los antioxidantes salivales podrian

ser marcadores Utiles del estado cariogénico en nifios [113].

37



5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La caries dental constituye un problema de salud publica a nivel mundial, y es una
de las enfermedades mas prevalentes segun el informe de la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) de 2022. En México, datos del Sistema de Vigilancia Epidemiolégica de
Patologias Bucales (SIVEPAB) reportaron que, en 2023, el 72.2% de los nifios de 2 a 5
afios presentaban caries dental, lo que representa un aumento significativo respecto a

los registros de 2009.

El incremento en la prevalencia de caries en la poblacién infantil mexicana durante
los ultimos 13 afios refleja la persistencia de este problema, que puede tener
consecuencias significativas en la salud bucal y a nivel sistémico. La caries provoca dolor
espontaneo y persistente, que puede evolucionar hacia infecciones graves. Ademas, su
aparicion en edades tempranas aumenta el riesgo de padecerla a lo largo de la vida, lo

gue perpetlda su impacto negativo sobre el bienestar y la calidad de vida de las personas.

Para evaluar el riesgo de caries, existen métodos como los cuestionarios CAMBRA
y CARIOGRAM, que consideran hébitos, factores extrinsecos e intrinsecos, asi como
parametros salivales basicos como el pH y el flujo salival. Sin embargo, esta evaluacién
resulta limitada, ya que dichos parametros no representan de forma integral la funcion

de la saliva ni su papel protector frente al proceso cariogénico.

La enzima salival anhidrasa carbonica VI desempefia un papel fundamental en la
amortiguaciéon de acidos, lo que la convierte en un componente clave en la defensa
contra el proceso carioso. No obstante, a pesar de su relevancia, las funciones salivales

especificas como esta no se evallan de manera rutinaria. Limitar la valoracion salival
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unicamente al pH y al flujo puede generar errores en la estimacion del riesgo real de
caries, ya que estos parametros son variables y pueden alterarse por factores como el
estado de hidratacion, la ingesta reciente de alimentos o el estrés. La alteracion en la
actividad de la anhidrasa carbénica VI podria reflejar una mayor susceptibilidad del

huésped a una progresion rapida del proceso cariogénico.

6. PREGUNTA DE INVESTIGACION:

¢, Cual es la asociacion entre la cantidad de Anhidrasa Carbonica VI salival y la severidad

de caries segun ICDAS en nifios de Odontopediatria de la FEBUAP?
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7. JUSTIFICACION

La anhidrasa carbdnica VI (CA VI) cumple una funcién amortiguadora en la saliva al
favorecer la produccion de bicarbonato en situaciones de estrés acido en la cavidad
bucal. Estudios previos han demostrado que una menor concentracién de CA VI en saliva
total se asocia con la presencia de caries. Sin embargo, su cantidad no ha sido
suficientemente estudiada en relacion con los distintos estadios de severidad de la lesion

cariosa en poblacion pediatrica, utilizando los criterios del sistema ICDAS.

La identificacion de diferencias en la cantidad de CA VI podria ofrecer una vision mas
completa sobre la composicidn salival y el riesgo de caries a nivel individual. Comparar
estos niveles entre los distintos grados de severidad permitirA comprender mejor el
funcionamiento del principal mecanismo de defensa salival frente a la progresion de la
enfermedad. Esta informacion tendr& un valor predictivo importante en la evaluacion del
riesgo de caries, facilitando el desarrollo de modelos preventivos enfocados en evitar la

aparicion de nuevas lesiones, controlar su avance y prevenir su recurrencia.

A mediano y largo plazo, podria desarrollarse un sistema integral de analisis
funcional salival basado en la medicion de CA VI. Su evaluacién rapida tendria
aplicaciones a nivel de salud publica para identificar a individuos con mayor

susceptibilidad al rapido desarrollo de caries.
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8. HIPOTESIS

8.1 Hipdtesis cientifica (Hi):

La cantidad de Anhidrasa Carbdnica VI salival se asocia a la severidad de caries.

8.2 Hipotesis nula (Ho):

La cantidad de Anhidrasa Carbdnica VI salival no se asocia a la severidad de caries.
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9. OBJETIVOS

9.1 Objetivo general

Evaluar la asociacion de la cantidad de anhidrasa carbdnica VI en saliva glandular
con los distintos estadios de severidad de caries, segun el sistema ICDAS, en nifios de

3 a 7 afios atendidos en la Clinica de Estomatologia Pediatrica de la FEBUAP.

9.2 Objetivos particulares o especificos

e Determinar estadios de severidad de caries a través de ICDAS.
e Determinar el pH salival y capacidad buffer de la saliva total.
e Determinar la cantidad de Anhidrasa Carbonica VI de la saliva glandular.
e Correlacionar los estadios de severidad de caries con las variables
independientes;
a. Cantidad de anhidrasa carbénica VI
b. pH de salival obtenido con tiras reactivas
c. pH de saliva obtenido con potenciémetro
d. Capacidad buffer salival
e. Edad
f. Sexo
e Calcular Odds Ratio
e Aplicar un modelo de regresion logistica ordinal entre la severidad de caries
dental y las variables salivales: pH (potenciémetro y tira), concentracién de CA

VI 'y capacidad buffer.
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10.MATERIALES Y METODOS
10.1 Diseio del estudio

Transversal, analitico prolectivo.

10.2 Poblacién y muestra

Universo de estudio: Pacientes de la Clinica de Estomatologia Pediatrica del Posgrado

de la FEBUAP que cumplan con los criterios de seleccion.

Tamafio de la muestra: No probabilistico por conveniencia en un periodo de noviembre

2023 a diciembre 2024 de aquellos individuos que cumplan con los criterios de inclusion.
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10.3 Criterios de seleccioén

10.3.1 Criterios de Inclusion:

1. Nifios y nifias de 3 a 7 afios que acuden a la Clinica de Estomatologia Pediéatrica
de la Maestria en Estomatologia de la FEBUAP.

2. Nifos y niflas cuyos padres después de haber obtenido informacion del proyecto
de investigacion hayan firmado el consentimiento informado.

3. Nifos y nifias que acuden al odontopediatra sin tratamientos dentales previos, ni
aparatologia ortopédica.

4. Nifos y nifias sin compromiso médico importante.

5. Nifios y nifias de cualquier sexo.

10.3.2 Criterios de Exclusion:

1. Nifios y nifias con aplicacion de fluoruro en los ultimos 3 meses.
2. Niflos y nifias con alguna exposicion reciente a algin medicamento que altere
las propiedades salivales (Los ultimos 3 meses).
a. Antihistaminicos, diuréticos, anticolinérgicos, simpaticomiméticos,
antihipertensivos, descongestionantes, broncodilatadores, opioides, entre
otros.

3. Nifos y nifias con trastornos de las glandulas salivales o sin glandulas salivales.

10.3.3 Criterios de Eliminacién

1. Nifios y nifias que no muestren cooperacion en la toma de muestra salival.
2. Nifos y nifias de los cuales no se obtenga mas de 100 pL de saliva de alguna de

las muestras.
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10.4 VARIABLES

VARIABLE DEFINICION DEFINICION ESCALA CATEGORIA
DEPENDIENTE CONCEPTUAL OPERACIONAL
Severidad de | Es el estadio del | Identificacion  del | Ordinal. 1. Sano: Sujeto
lesion de caries | progreso de la | grado de afeccion evaluado en el que
lesion segun la | de tejidos duros todos los o6rganos
pérdida mineral, | dentales a partir de dentales tienen codigo
desde la pérdida | la evaluacién de ICDAS 0.
inicial a nivel | ICDAS. 2. Lesiones de caries
molecular hasta la en esmalte: Sujeto
destruccion tisular evaluado en el que el
total. codigo mas alto es de
ICDAS 1-2.
3. Lesiones de caries
en dentina: Sujeto
evaluado en el que al
menos  tiene  una
lesion en dentina con
cbdigo ICDAS 3-6.
VARIABLES
INDEPENTIENTES
Edad | Tiempo que ha | Recopilacién del | Cuantitativa, | Afos.
vivido una | numero de la edad | discreta.
persona u otro ser | que refiere el padre
Vivo contando | o tutor en la historia
desde su | clinica.
nacimiento.
Sexo | Condicion Identificacion  del | Cualitativa, | Hombre/Mujer
orgéanica que | sexo por familiar a | nominal,
distingue a los | cargo. dicotomica.
hombres de las
mujeres.
pH salival | Medida que indica | Recopilacion del Cuantitativa | pH 0-14
Potenciémetro | la concentracion namero continua.
de iones proporcionado por
hidrogeno (H*) en | el potenciémetro.
la saliva,
expresada en la
escala de pH.
pH salival (tiras | Medida que indica | De acuerdo a las | Cuantitativa | Los valores de pH
reactivas) | la concentraciéon | indicaciones del | continua. posibles son 5.0, 5.2,
de iones | fabricante del kit 5.4, 5.6, 5.8, 6.0, 6.2,
hidrégeno (H") en | GC Saliva Check 6.4, 6.6, 6.8, 7.0, 7.2,
la saliva, | buffer  kits;  se 74, 76 y 7.8 sin
expresada en la | sumergird la tira valores intermedios.
escala de pH. reactva en la

muestra de saliva.
El valor de pH sera
determinado

comparando el
color obtenido con
la escala de
referencia
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Aplicar un modelo
de regresion
logistica ordinal
para evaluar la
asociacion entre
la severidad de
caries dental y las
variables
salivales: pH
(potenciémetro y
tira),
concentracion de
CA Vly capacidad
buffer.

Cantidad de CA VI

proporcionada en el
empaque del kit.

Capacidad de la
saliva de
amortiguar las
variaciones de
pH.

De acuerdo a las
indicaciones del
fabricante del kit
GC Saliva Check
buffer kits; Es la
suma de los
ndmeros tomando
de referencia la
tabla del kit,
indicados por el
color final de cada
almohadilla. El
valor total
corresponderd a la
capacidad buffer
salival.

Dimensional
discreta.

0-12.

Concentracion de
esta enzima
presente en la
saliva glandular.

Se determiné
siguiendo las
indicaciones del
fabricante del kit el
método de Ensayo
Inmunoabsorbe-nte
Ligado a Enzimas
(ELISA para CA VI)

Cuantitativa,
continua.

Nanogramos por
mililitro (ng/mL)
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10.5 CONCORDANCIA'Y FIABILIDAD

a) Severidad de caries con respecto a ICDAS

El investigador fue capacitado por un experto, quien actué como estandar de
referencia en la aplicacion del sistema ICDAS para evaluar la severidad de las lesiones
de caries. Posteriormente, se realizd una prueba piloto que incluyé la evaluacion de

pacientes.

La fase de estandarizacion inicié con la evaluacion intraobservador, destinada a
medir la consistencia del investigador consigo mismo, seguida de la evaluacién
interobservador, para analizar la concordancia entre las evaluaciones del investigador y

del experto.

Para determinar la reproducibilidad y concordancia de las evaluaciones, se utilizaron
herramientas estadisticas como el Coeficiente de Correlacion Intraclase (CCl) para las
mediciones cuantitativas y el indice Kappa de Cohen para las variables cualitativas

(Anexo 1).

b) Cantidad de CA VI:

El investigador fue capacitado por un experto en el manejo del equipo lector
fotbmetro para microplacas Multiscan FC™, utilizado para la determinacion de la
cantidad de CA VI. La capacitacién abarco el uso adecuado del equipo, el cual se

encontraba previamente calibrado para garantizar la precision de las mediciones.
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Durante este proceso, se realizaron pruebas piloto con sustancias de diluciones
controladas, disefiadas especificamente para evaluar y optimizar las habilidades del

investigador en la obtencién de mediciones confiables y reproducibles.

c) _Potenciémetro paralectura de pH de saliva total

El potenciometro para la lectura de pH salival fue previamente calibrado con

soluciones buffer a un pH de 4.01 y 7.01, incluidas por el fabricante.

48



10.6 UBICACION ESPACIO-TEMPORAL

Clinica del Posgrado en Estomatologia Pediatrica de la FEBUAP.

Laboratorio de Microbiologia Oral, Facultad de Estomatologia, BUAP.
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10.7 DIAGRAMA DE FLUJO

Registro de valores
obtenidos en una hoja de

Firma del consentimiento
vélido informado. Anexo 2

Realizar analisis
estadistico en paquete
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10.8 PROCEDIMIENTOS, TECNICAS Y FUENTES DE RECOLECCION

A cada paciente se le realiz6 una historia clinica detallada, que incluy6 el llenado de
un formato disefiado especificamente para este estudio. Dicho formato recopild
informacion sobre datos personales, antecedentes heredofamiliares, examen clinico

extraoral e intraoral, asi como la evaluacion de lesiones de caries (Anexo 3).

10.8.1 Evaluacién de lesiones de caries:

La exploracion clinica e intraoral se realizé cumpliendo estrictamente con las
recomendaciones de bioseguridad para prevenir infecciones cruzadas. Se incluy6 el uso
de barreras de proteccién para el personal operador, la desinfeccién y proteccion de las
superficies del area de trabajo, asi como el empleo de instrumental estéril para cada

evaluacion.

Se utilizé el sistema ICDAS para determinar la severidad de las lesiones de caries
[96]. Este sistema permitié la evaluacion de lesiones iniciales no cavitadas y lesiones

cavitadas, lo que garantizé un diagndstico mas preciso.

Tras la estandarizacion intra e interobservador por un experto en el sistema ICDAS,

se llené el formato disefiado para este estudio.
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Protocolo de evaluacion:

1. Condiciones de la evaluacién:

Se evaluo a los nifios en un sillén dental con iluminacién adecuada proporcionada
por la unidad dental.
Antes de la exploracion, se removié el biofilm de los 6rganos dentales utilizando

una gasa y una sonda periodontal.

2. Procedimiento de exploracién:

Se evaluaron primero todas las superficies humedas de cada érgano dental y
luego las superficies secas, tras secarlas durante 5 segundos con una jeringa

triple.

La evaluacion se realizé de manera visual y tactil, con un espejo intraoral y una

sonda periodontal de punta roma.

Se sigui6 un orden sistematico en la exploracion, comenzando por las piezas del

primer cuadrante, seguido del segundo, tercero y finalmente el cuarto cuadrante.

Se evalu6 cada diente en todas sus superficies y se le asigno el cédigo

correspondiente a la superficie con mayor gravedad registrada.

3. Criterios de codificacién segun ICDAS: [119]

Cddigo 0: Sin signos de lesion de caries tras secar la superficie por 5 segundos.

Cdbdigo 1: Opacidad o decoloracion blanca o marrén visible tras secar con aire,

sin signos en la superficie himeda.

Cdbdigo 2: Mancha blanca o marrén visible en esmalte himedo.
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e Cadigo 3: Mancha blanca o marréon en superficie himeda con microcavidad en

esmalte (<0.5 mm).

e CdOdigo 4: Sombra oscura visible a través del esmalte humedo, con o sin

microcavidad.

e Caodigo 5: Cavidad franca entre 0.5-1 mm con exposicion de dentina.

e Cadigo 6: Cavitacion extensa con exposicion de dentina, que abarcé al menos la

mitad de la superficie examinada.

Clasificacion de severidad:

Al finalizar la evaluaciéon de todos los dientes, cada sujeto fue clasificado segun la
severidad de sus lesiones de caries con base en los datos obtenidos del ICDAS,
siguiendo los criterios reportados en el estudio transversal de Lara J. et al. sobre el

impacto de la severidad de caries en la calidad de vida: [37]

e Sujeto sano: Sin lesiones de caries (ICDAS 0).

e Sujeto con lesiones de caries solo en esmalte: Lesiones ICDAS 1-2.

e Sujeto con al menos una lesion de caries en dentina: Lesiones ICDAS 3-6.

Esta clasificacion se registrd en el formato del estudio para asignar a cada sujeto a
una de las tres categorias de severidad. Esto permitié asociar la cantidad de CA VI con

la severidad de las lesiones de cada sujeto.
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10.8.2 Recoleccidn de muestras de saliva:

Una vez registrada la severidad de caries del paciente se le solicité acudir en otra
ocasion, con un ayuno minimo de 1 hora de cualquier alimento o bebida, asi como con
un cepillado dental sin pasta dental y sin uso de enjuague bucal previo a la toma de la
muestra. Las muestras de saliva fueron tomadas en un horario entre las 9:00 y 11:00

a.m. por un solo examinador.

Coleccién de saliva total no estimulada

Se proporciond al paciente informacion detallada sobre el procedimiento para la toma
de muestra de saliva. Se le indicé inclinar la cabeza hacia adelante, mantener el menor
movimiento posible, abrir la boca y permitir que la saliva escurriera en un cono estéril

conectado a un tubo estéril tipo Eppendorf.

La recoleccion de la muestra se llevé a cabo durante un minimo de 5 minutos,
asegurando obtener al menos 100 uL de saliva (Fig. 1y 2). Una vez recolectada, el tubo

fue cerrado para su transporte al laboratorio de Microbiologia Oral de la FEBUAP.

La muestra fue transportada en un recipiente térmico, con temperatura controlada
entre 4y 10 °C, y el tiempo de transporte no excedié una hora. Al llegar al laboratorio,

fue congelada a una temperatura de —80 °C para su posterior procesamiento [120-122].
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Fig. 1 Coleccion de las muestras de saliva Fig. 2 Obtencién de saliva total por medio
por un solo investigador. de un cono estéril para muestreo salival.

Coleccion de saliva de la glandula parétida:

Se recolect6 saliva no estimulada de la glandula parétida utilizando un dispositivo
plastico intraoral modificado, apto para nifios y disefiado para la coleccién de saliva
parotidea [123]. Antes del procedimiento, se proporcionaron instrucciones claras al
paciente. Se le indic6 permanecer sentado en posicion erguida, con la mandibula

relajada y sin hablar durante la recoleccion de la muestra.

Procedimiento de recoleccion:

1. Se identifico el conducto de Stenon en el carrillo, a la altura del segundo molar

temporal o del primer molar permanente superior.

2. Se secO la mucosa bucal circundante con una gasa y se coloco el dispositivo
plastico intraoral, asegurando que la abertura quedara alineada con la papila del

conducto de Stenon.
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3. Se aplicé una ligera presion contra el carrillo para generar presion negativa,

facilitando la adhesion del dispositivo a la mucosa oral (Fig.3).

4. Una vez recolectado un volumen aproximado de 100 pL de saliva en un tiempo

estimado de 5 a 10 minutos, se retir6 la capsula con cuidado (Fig. 4).

5. El contenido recolectado se transfirié a un tubo estéril tipo Eppendorf de 1.5 mL,

utilizando una pipeta de 200 pL con puntas estériles.

6. La muestra de saliva fue transportada al Laboratorio de Microbiologia Oral de la
FEBUAP en un recipiente térmico, manteniendo una temperatura entre 4 y 10°C.
El tiempo de transporte no superé 4 horas, tras lo cual la muestra fue congelada

a —80 °C para su posterior procesamiento [123].

Fig. 3 Adhesion del dispositivo plastico por Fig. 4 Muestra de saliva de glandula parotida.
medio de presion negativa.
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10.8.3 Pruebas salivales:

Pararealizar las pruebas salivales, las muestras de saliva total fueron descongeladas

a temperatura ambiente durante un tiempo aproximado de 10 a 30 minutos.

pH Salival con Potenciometro de Saliva Total

Se empled un potenciémetro siguiendo las instrucciones del fabricante, las cuales

fueron las siguientes:

Calibracién del instrumento:

e Se realizé la calibracion diaria del potencibmetro antes de cada medicién de pH.

e Utilizando dos soluciones estandar proporcionadas por el fabricante, con pH 4.01
y 7.01.

e Se programo el potenciometro para iniciar el proceso de calibraciéon (Fig.5).

e La punta del electrodo se lavdé con agua destilada durante 15 segundos y
posteriormente se introdujo en la solucion de pH 4.01 hasta que el dispositivo
indicé la finalizacién de la calibracién (Fig.6).

e Luego, la punta se lavé nuevamente con agua bidestilada y se sumergio en la

solucion de pH 7.01, completando asi la segunda calibracion (Fig.7).

A

Fig. 5 Calibracién del potenciometro HANNA®. Fig. 6 Calibracion con Buffer pH 4.01.
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Medicion del pH de la saliva:

e Antes de la medicion, se lavé la punta del electrodo del potenciémetro con agua

bidestilada para garantizar su limpieza.
e A continuacion, el electrodo se sumergié en la muestra de saliva total a analizar.

e ElI pH de la muestra fue medido directamente y se registré el valor estable

mostrado en la pantalla del dispositivo (Fig. 8).

Fig. 7 Calibracion con Buffer pH 7.01. Fig. 8 Medicion de pH de la muestra de saliva
total .

Registro:
El valor obtenido fue anotado en el instrumento de recoleccion de datos correspondiente.

pH con Tira Reactiva de Saliva Total

Se utilizo las tiras reactivas del kit de GC Saliva Check Buffer® (GC,Tokyo,Japan),

se siguid las indicaciones del fabricante, que son las siguientes: [124]

e Setomo unatira del test pHy se coloco dentro del tupo de Eppendorf que contenia

la muestra de saliva total durante 10 segundos (Fig.9-12).
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Tras este tiempo, la tira presenté un cambio de color, el cual se comparé con la

tabla de referencia incluida en el kit para determinar el pH de la muestra (Fig.13).

Sallva-Gheck

Fig. 9 Producto de GC Saliva Check Buffer® Fig. 10 Coloracion de la tira reactiva previo
(GC,Tokyo,Japan) a la medicién de pH.

Fig. 11 Cambio de coloracion de la tira tras Fig. 12 El color de la tira dependeréa del pH
su inmersion en saliva total. en la muestra.

Dental Saliva pH Indicator
i i i i ﬁ
60 62 64 66

T2 74 78 78

Fig. 13 Comparacion del color con la tabla de
referencia.
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Capacidad buffer salival

Se utilizé el kit GC Saliva Check Buffer® (GC, Tokyo, Japén) de acuerdo con las

indicaciones del fabricante, las cuales fueron las siguientes: [124]

Primero, se colocé la tira reactiva sobre una hoja de papel absorbente. Con una
pipeta, se deposité una gota de saliva en cada una de las tres almohadillas de prueba de
la tira. Inmediatamente, se giré 90 grados para remover el exceso de saliva (Figs. 14-

17).

El color de la tira reactiva cambié de inmediato y, tras 2 minutos, se obtuvo el
resultado final (Fig. 18). Este se calculé sumando los puntos correspondientes segun el
color final de cada almohadilla. La valoracion se realizd con base en la tabla de

conversién de colores proporcionada en el kit [125].

1. : 4 puntos

2. Verde/azul: 3 puntos
3. Azul: 2 puntos

4. Rojo/azul: 1 punto

5. Rojo: 0 puntos

En caso de que alguna combinacion de los colores de la tira tuvo un resultado poco

claro, se utilizé puntuaciones intermedias.
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Se interpretd por medio de la suma de los puntos de la tabla del kit, cada valor

correspondera la capacidad buffer salival: (Fig. 18,19)

e Muy baja= 0-5

e Baja=6-9

e Normal/alto= 10-12

Fig. 14 Uso del Kit Saliva Check Buffer®

Fig. 16 Toma de muestra de saliva entre
150-180 pL.

Fig. 15 Tira de prueba de evaluacion de
capacidad buffer.

Fig. 17 Colocacién de una gota de saliva

por almohadilla.

~, ;I ~,
]
0 g 4 6 12

B 8 10 12

Fig. 19 Ejemplificacion del cambio de
color que se puede presentar en cada
almohadilla.
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Cantidad de anhidrasa carbénica VI

La cuantificacion de CA VI se realizd por medio de ELISA (ensayo por
inmunoadsorcion ligado a enzimas) es una técnica bioquimica para detectar y
cuantificar proteinas, antigenos, anticuerpos y enzimas de muestras biologicas. Este
ensayo se basa en una reaccién especifica de antigeno-anticuerpo que utiliza una
enzima conjugada para generar un cambio de color, que este es medible mediante

espectrofotometria.

Principio del ensayo ELISA

El ensayo ELISA para la anhidrasa carbénica VI (CA VI) se basa en el método
sandwich en el que utiliza una placa precubierta con un anticuerpo especifico contra CA

VI, el cual permite la captura de la enzima presente en la muestra de saliva.

Tras la adicion de la muestra, CA VI es reconocida y capturada por el anticuerpo en
la placa. Luego, un anticuerpo anti-CA VI biotinilado se une especificamente a la enzima
diana. Posteriormente, al agregar avidina conjugada con peroxidasa de rdbano (HRP) se

adhiere a la biotina del anticuerpo, formando un complejo de deteccion.

La adicion de la solucién sustrato TMB (3,3',5,5'-Tetrametilbencidina) provoca un
cambio de color azul, cuya intensidad es proporcional a la cantidad de CA VI presente
en la muestra. La reaccion enzima-sustrato se detiene con la adicion de acido sulfurico,
cambiando el color de azul a amarillo, lo que permite la lectura de la densidad Optica
(DO) mediante espectrofotometria a una longitud de onda de 450 + 10 nm. La
concentracion de CA VI en las muestras se determina comparando su DO con una curva

estandar [126].
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Sensibilidad v precision del ensayo ELISA

El ensayo ELISA para CA VI ofrece una alta sensibilidad y especificidad, con un limite

de deteccion minimo inferior a 0.29 ng/mL, segun lo reportado por el fabricante.

Ademas, presenta una alta precision en las mediciones, con coeficientes de variacion

(CV) que indican su reproducibilidad y confiabilidad:

e Precision intra-ensayo: CV <10%, lo que garantiza alta reproducibilidad dentro

de una misma placa ELISA.

o Precision inter-ensayo: CV <12%, lo que demuestra consistencia y confiabilidad

entre diferentes placas y condiciones experimentales [126].

Proceso de cuantificacion de CA VI con ELISA:

Se siguieron las instrucciones del fabricante Cloud-Clone Corp.® SEDO7Hu del kit
de ELISA para Anhidrasa Carbonica 6 Homo Sapiens de 96 examenes con No. de Serie:

E96P39A426

Primero se dejaron a descongelar a temperatura ambiente las muestras de saliva

glandular.

Preparacion de las muestras de saliva glandular:

Las muestras de saliva glandular se prepararon a una dilucion 1:20.

e En una placa ELISA de 96 pocillos, limpia y sin recubrimiento previo, se
depositaron 20 puL de muestra de saliva en cada pocillo utilizando una pipeta con

punta estéril para cada muestra.
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e Seagregaron 180 pL de PBS (0.01 mol/L, pH 7-7.2) en cada pocillo con una pipeta
multicanal. Se mezcl6 con la muestra de saliva dentro de cada pocillo, cambiando

las puntas entre cada fila para evitar contaminacion cruzada.

Preparacién de reactivos:

Se saco el kit de ELISA que se encontraba a -20 °C, para que los reactivos obtuvieran

una temperatura ambiente de 18°C previo a su uso.

1. Preparacion de estandar:

El estandar se reconstituyé agregando 0.5 mL de diluyente estandar, asegurando

una mezcla homogénea sin formacion de burbujas.

En el primer tubo Eppendorf se agreg6 250 pL sin diluyente estandar.

e Se prepararon 7 tubos Eppendorf con 0.25 mL de diluyente estandar.

e Se agreg6 250 pL de estandar en el primer tubo Eppendorf y se mezclé con los 0.25
mL gue contenia.

e A partir del primer tubo, se tomaron 250 pyL y se transfirieron al segundo tubo,

repitiendo este proceso en los tubos siguientes para generar diluciones en serie (1:2)

en cada transferencia. El dltimo tubo Eppendorf no se diluyd y se utiliz6 como solucion

blanco (Fig.20).

250l 250 uL 250 L 250 pL 250uL 050 mi 0OmL

f\f\f\/\f\f\/\

Solucién
estandar

Tubo1 Tubo2 Tubo4 Tubo5 Tubo6 Tubo7 Onbo

50 25 12,5 625 156 0,78 0
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL

Fig. 20 Ejemplificacion de las diluciones en serie de la solucion
estandar.
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2. Reactivo de detecciéon A & B

e Se centrifugo el reactivo de deteccién A & B brevemente.
e Cada reactivo se diluyé a una concentracion de trabajo de 1:100 utilizando el
diluyente de ensayo correspondiente:
o Se afadieron 100 puL del reactivo de deteccién A en un tubo de ensayo de
10 mL, completando el volumen con 9.9 mL de diluyente de ensayo A.
o Se afadieron 100 puL del reactivo de deteccién B en un tubo de ensayo de
10 mL, completando el volumen con 9.9 mL de diluyente de ensayo B.

3. Solucion de lavado

e Se diluyeron 20mL de solucion de lavado concentrada (30x) con 580 mL de agua

bidestilada, obteniendo un volumen total de 600 mL de solucion de lavado.

Procesado de las muestras con ELISA

1. Preparacion de la placa ELISA

Se determiné los pocillos de la placa ELISA de 96 pocillos para la solucion estandar,

la solucién blanco y las muestras de saliva.

e Se depositd 100 pL de cada dilucion de la solucidn estandar en los primeros siete

pocillos con una pipeta multicanal.

e Se afadio 100 pL de la solucién blanco en el pocillo correspondiente.

e Se distribuy6 100 pL de cada muestra de saliva glandular preparada con PBS en
los 88 pocillos restantes, utilizando una pipeta multicanal, cambiando puntas entre

filas para evitar contaminacién cruzada.
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o 14 pocillos con muestras del grupo sano.

o 19 pocillos con muestras del grupo con caries en esmalte.

o 55 pocillos con muestras del grupo con caries en dentina.

e La placa ELISA se cubri6 con los selladores de placa e incub6 durante 1 hora a

37°C.

2. Reaqistro en el programa

Se disefio la distribucion de los pocillos en el programa Skanlt RE-6.1.1®
(Fig.21), ejecutado en una computadora con las siguientes caracteristicas

minimas:

o Sistema operativo: Microsoft™ Windows™ 10 (64 bits).

o Almacenamiento: 14 GB de espacio en disco.

o Procesador: Cuatro nucleos.

o Memoria RAM: 8 GB.

o Pantalla: Full HD (1920 x 1080).

o Puerto USB disponible.
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Name: | PLACA CAVI [ Remove
9 10

1 2 3 4 5 6 7 8 1 12
TANDAR 0
A roup 1
F ..

w

Fig. 21 Disefio de la placa de 96 pocillos en el programa para su lectura.

3. Transcurrida la incubacion, se retir el liquido de la placa sin realizar lavados.

4. Se afadieron 100 uL del reactivo de deteccion A previamente diluido en cada pocillo,

se sellé nuevamente la placa y se incubé 1 hora a 37°C.

5. Se retird la solucion y se realiz6 el lavado de la placa con 350 pL de solucién de
lavado por pocillo, se dejo reposar 1 minuto antes de remover el liquido volteando la

placa sobre papel absorbente.

e Se repitido el lavado tres veces, se asegur0 una correcta eliminacion del
reactivo y en el ultimo lavado se sec6 la placa invirtiéndolo sobre papel

absorbente.

6. Se agreg6 100 pL del reactivo de deteccién B a cada pocillo, se sell6 de nuevo la

placa y se incubd 30 minutos a 37°C.
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10.

11.

Se retird la solucion y se realizé un lavado de cinco ciclos, utilizando 350 pL de

solucion de lavado por pocillo con un reposo de 1 minuto antes de retirar la solucién.

e En el tltimo lavado, la placa se secé completamente invirtiéndola sobre papel
absorbente.
Se afiadio 90 pL de la solucién sustrato TMB en cada pocillo, se sellé6 nhuevamente la

placa y se incub6 20 minutos a 37°C, se observo un cambio de color azul.

Transcurrido el tiempo, se agrego 50 pL de la solucién de detencion de la reaccion

enzimatica, lo cual generd un cambio de color de azul a amarillo (Fig.21).

Se limpié con cuidado la base de la placa para eliminar posibles gotas de agua o

burbujas.

La placa se coloco en el fotbmetro para microplacas Multiscan FC™.,

Fig. 21 Placa de ELISA para CA VI con distintas tonalidades de
color amarillo en cada pocillo, entre mayor concentracion de color
existe mayor reaccion de la enzima.
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12. En el software Skanlt RE-6.1.1®, se programd el protocolo de lectura con los

siguientes parametros:
o Mezclado: 5 segundos a velocidad baja.

o Lectura de absorbancia: Longitud de onda de 450 + 10 nm a velocidad

normal (Fig. 22).

& | = o (CA VI ENSAYO absarbancia.skax® - Skanlt Software 6.1.1 RE for Microplate Readers

E tome  view TR

Photometry | Contol | Actions

53 CAVI PROCESADO DE SALIVA 2 28 ENERO.skax” % | [5. CA VI ENSAYO absorbancia.skax X | [5) CAVI PROCESADO DE SALIVA 3 28 ENERO.skax” X v
> > 3
@)
E/ Notes
=
=
&

ilter Measurement mode
Plate Layout ﬂ

@ FPosition 2 - - 450nm

}Z ‘ Protocol

= == Shake 1

Absorbance 1
Result

B Absorbance 1

Eﬁ' Report

& summary

Fig. 22 Programacion del protocolo deseado, con filtro de lectura de 450 nm

13. Se realiz6 la lectura de la placa ELISA.

14. Se obtuvieron los valores de absorbancia, y el software generé la curva estandar,
utilizada para cuantificar CA VI comparando la densidad Optica de cada pocillo con
los valores estandar (Fig. 23).

15. Se exportaron los resultados de absorbancia y concentracion de CA VI a una base

de datos en Excel® para su analisis.
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Standard Curve

Signal

7 9 14
Concentration
y = 0.00447729x + 0.056544

R* 0.981

Fig. 23 Curva estandar generada por el programa. Los cuadrados rojos representan los puntos
correspondientes a las diluciones del estandar, mientras que los circulos grises indican las sefiales
obtenidas de las muestras de saliva analizadas. La curva estandar muestra una relacién directa entre la

concentracion (en el eje X) y la sefial de absorbancia (en el eje Y), utilizada para calcular la concentracion
de la anhidrasa carbonica VI en las muestras.
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10.9 ANALISIS ESTADISTICO

Captura de datos: Microsoft Excel 365®

Analisis estadistico: se realiz6 con el paquete estadistico JAMOVI 2.3.28® y
SPSS v.26®

Estadistica descriptiva cualitativa: Se utiliz6 frecuencias y porcentajes.
Estadistica descriptiva cuantitativa: Medidas de tendencia central y
dispersién, segun la distribucion de los datos.

Distribucion: Shapiro Wilk

Comparacion de medias: Kruskall Wallis

Correlacion: Spearman

Determinar concordancia: Coeficiente de correlacién intraclase (CCI) + Kappa
de Cohen

Un p valor de <0.05 fue considerado como estadisticamente significativo.
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9. RESULTADOS

Se obtuvo una muestra inicial de 107 nifios, de los cuales 7 fueron eliminados por no
presentarse el dia de la toma de saliva, no cooperar durante la recoleccion de la muestra
0 no alcanzar el volumen minimo requerido de 100 pL de saliva glandular.
Posteriormente, los participantes se clasificaron en tres grupos segun su severidad de
caries: sanos, lesion en esmalte y lesion en dentina. La muestra final, se analiz6 por edad
y sexo, quedd conformada por un total de 88 participantes, 14 participantes en el grupo

de sanos, 19 en el grupo de lesién en esmalte y 55 en el grupo de lesion de dentina.
Caracteristicas de la muestra:

Se incluyeron un total de 88 participantes, de los cuales 46 fueron de hombres y 42
mujeres, como se detalla en la Figura 24. La edad media de los hombres fue de 5.13
1.02 afios, mientras que la de las mujeres fue de 4.90 £ 1.08 afios, ambos con una edad

minima de 3 y maxima de 7 afios.

Fig. 24 Diagrama de
sexo de la muestra final.

En cuanto a la etapa de desarrollo dental, se identific6 que 66 participantes
presentaban denticion temporal, mientras que 22 se encontraban en la fase de denticién

mixta temprana. La prevalencia de caries fue del 84.1% al considerar lesiones de caries
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en esmalte y dentina (ICDAS 1-6), y del 62.4% cuando se incluyeron Unicamente las

lesiones en dentina (ICDAS 3-6).

Los dientes mas frecuentemente afectados fueron los segundos molares inferiores,
siendo el cédigo ICDAS 2 el mas frecuente. En segundo lugar, fueron el segundo molar
superior derecho y el canino superior derecho, predominando también el cédigo ICDAS
2 en ambos casos, posteriormente, el segundo molar superior izquierdo presenté
mayormente lesiones con cédigo ICDAS 4. Los dientes menos afectados fueron los

incisivos centrales inferiores.

Caracteristicas demograficas por grupo:

Distribucién por Sexo

La distribucion por sexo se detalla en la Fig.25, el grupo con lesiéon en dentina
presentd una mayor proporciéon de hombres, con 30 participantes, mientras que las

mujeres fueron 25.

30

30} Sexo
B Hombre
= Mujer

251

~
=]

Numero de casos
—
w

—
o
[}

SANO ESMALTE DENTINA
Severidad de caries

Fig. 25 Distribucion de los participantes por grupos segun el sexo.
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La Tabla 1 muestra los resultados de la prueba Chi-cuadrado de Pearson, realizada
para evaluar la asociacion entre el sexo y la presencia de caries. El p-valor obtenido fue
de 0.850, lo cual indica que no existe una asociacion estadisticamente significativa entre
estas variables (p>0.05). Por lo tanto, las diferencias observadas en las frecuencias de

caries entre hombres y mujeres pueden atribuirse al azar.

Tabla 1. Pruebas de Chi-Cuadrado, Prueba de asociacion entre sexo y caries.

Valor df  Significacion asintética (bilateral)

Chi-cuadrado de Pearson 0.326032 2 0.850

N de casos validos 88

Al analizar las variables por grupo segun su sexo en la Tabla 2, no se observaron
diferencias relevantes. En cuanto a la capacidad buffer, los hombres presentaron una
media superior 6.76 en comparacion con las mujeres 6.2. Por otro lado, en la cantidad
de CA VI las mujeres mostraron una mediana de 2.27+2.11 frente a 2.07+1.34 en
hombres, mostrando gran variabilidad en los datos.

Tabla 2. Estadisticos Descriptivos de variables independientes segun sexo.

Variable Sexo Media 1C95% IC 95% Mediana DE Minimo Méximo  Shapiro- p-valor
Inferior  Superior Wilk (W)

pH Tira Hombre 7.15 7.02 7.28 7.2 0.4 6.2 7.8 0.948 0.041

pH Tira Mujer 7.12 7.01 7.23 7.2 0.3 5.8 7.6 0.879 <.001

pH Hombre 7.3 7.18 7.42 7.33 0.3 6.17 8.03 0.955 0.074

Potenciémetro

pH Mujer 7.2 7.07 7.33 7.29 0.4 5.36 7.73 0.836 <.001

Potenciometro

Capacidad Hombre 6.76 5.94 7.58 6.0 2.7 1.0 12.0 0.953 0.06*

Buffer

Capacidad Mujer 6.29 5.52 7.05 6.0 2.4 1.0 12.0 0.975 0.46*

Buffer

CA VI Hombre 2.63 2.23 3.03 2.07 1.3 1.63 7.51 0.685 <.001

CA VI Muijer 2.92 2.26 3.58 2.27 2.1 1.61 13.27 0.56 <.001
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Los datos de la Tabla 3 muestran que no se encontraron asociaciones

estadisticamente significativas entre el sexo y las variables analizadas en este estudio

(p>0.05 en todos los casos). Esto indica que las diferencias observadas entre hombres

y mujeres en estas variables probablemente se deban al azar.

Tabla 3. Comparacion de medias de variables segun sexo.

Estadistico p
CA VI Cantidad U de Mann-Whitney 874 0.445
pH Tira U de Mann-Whitney 917 0.677
pH Potenciometro U de Mann-Whitney 838 0.285
Capacidad Buffer T de Student 0.849 0.398

Distribucion por Edad

La mediana de la edad fue de 5 afios en todos los grupos, con una edad minima de

3 y maxima de 7 aflos como se observa en la Tabla 4 que muestra las frecuencias de

cada grupo.

Tabla 4. Frecuencias de Edad por Grupo

Edad Grupo Frecuencia % del Total % Acumulado
3 SANO 2 2.3 2.3

3 ESMALTE 1 1.1 3.4

3 DENTINA 4 4.5 8.0

4 SANO 4 4.5 12.5
4 ESMALTE 3 3.4 15.9
4 DENTINA 11 12.5 28.4
5 SANO 4 4.5 33.0
5 ESMALTE 11 12.5 45.5
5 DENTINA 22 25.0 70.5
6 SANO 4 4.5 75.0
6 ESMALTE 2 2.3 77.3
6 DENTINA 12 13.6 90.9
7 SANO 0 0.0 90.9
7 ESMALTE 2 2.3 93.2
7 DENTINA 6 6.8 100.0
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Correlacion y asociacion entre variables y edad:

Las variables no presentaron una distribucion normal, en la Tabla 5 se evidencié una

correlacion muy baja y no estadisticamente significativa entre la edad y las variables.

Adicionalmente, en el andlisis de diferencias de medias en la Tabla 6, tampoco se
encontraron diferencias estadisticamente significativas para ninguna de las variables en

relacion con la edad (p>0.05).

Tabla 5. Correlacion entre edad y severidad de caries, pH con Tira Reactiva, pH con potenciémetro, capacidad buffer y CA VI.

Edad Caries pH Tira pH Potenciometro Capacidad buffer CA VI
Rho de 0.097 0.133 0.085 0.093 0.057
Spearman

p 0.370 0.217 0.431 0.390 0.595

Tabla 6. Asociacion entre edad; severidad de caries, pH con Tira Reactiva, pH con potenciémetro, capacidad buffer y CA VI.

x? P
Caries Kruskal-Wallis 121 0.876
CA VI Cantidad Kruskal-Wallis 1.06 0.900
pH Tira Kruskal-Wallis 8.694 0.069*
pH Potenciometro Kruskal-Wallis 3.599 0.463
Capacidad Buffer Kruskal-Wallis 2.307 0.680

Fiabilidad entre los métodos de medicion de pH de saliva total

La distribucion de las mediciones del pH de la saliva total obtenidas mediante tiras
reactivas (pHTR) y potenciometro (pHP) se presenta en la Tabla 7. La media de los
valores de pHTR fue de 7.13, mientras que la de pHP fue de 7.25. Aunque las
distribuciones de datos son similares, las mediciones con el potenciémetro fueron

consistentemente mas altas que las obtenidas con tiras reactivas (Fig. 26).
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Debido a que los datos no siguieron una distribucion normal, se utilizé la prueba no
paramétrica de Wilcoxon para evaluar las diferencias entre las dos mediciones. Los
resultados indicaron una diferencia estadisticamente significativa entre las mediciones
realizadas con tiras reactivas y potenciometro (p < 0.001; ver Tabla 7). La diferencia
promedio entre ambas mediciones fue de -0.130, lo que indica que las tiras reactivas
subestiman el pH en aproximadamente 0.13 unidades en comparacion con el

potenciometro.

La fiabilidad entre ambos métodos fue alta, con un coeficiente de correlacion
intraclase (CCI) de 0.822 (IC 95%: 0.741-0.880), lo cual también se muestra en la Tabla
7. Ademas, se observo una asociacion lineal positiva moderada entre las mediciones de
pPHTR y pHP, con un valor de Rho de Spearman de 0.769 (p < 0.001; IC 95%). Este
resultado es estadisticamente significativo, indicando que la relacion observada no se

debe al azar (Fig. 27).

Tabla 7. Descriptivas y comparaciones de pH.

pH Tira pH potenciémetro Intervalos (IC)

Mediana 7.20 7.30

Desviacion estandar 0.399 0.405

Minimo 5.80 5.36

Maximo 7.80 8.03

W de Wilcoxon 900

p (Wilcoxon) <.001*

Diferencia de medias -0.13

CCI - Medidas Unicas 0.822 - 0.741-0.880
CCI - Medidas promedio 0.903 - 0.851-0.936
Rho de Spearman (PH_TIRA) 1.0 0.769

Rho de Spearman (PH_POTE) 0.769* 1.0

P Spearman <.001*
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Fig. 26 Las formas de los violines ilustran la densidad de los datos, Fig. 27 Gréfico de dispersién que se observa
mientras que la dispersion de los puntos proporciona una vision detallada una correlacion positiva moderada entre ambos
de la variabilidad. Se observa que los valores de pH medidos con el métodos, con la mayoria de los puntos
potenciometro son consistentemente mas altos y presentan una mayor alineados en torno a la linea de tendencia.

dispersién en comparacion con las tiras reactivas.

Asociacion de CA VI, pH y capacidad buffer con la severidad de caries segun

ICDAS

En la Tabla 8 se presentan los resultados descriptivos de las variables
independientes clasificadas por grupos de severidad de caries: sano, lesion en esmalte

y lesion en dentina.

pH medido con tirareactiva: Entre los grupos presentaron medianas muy similares,
el grupo sano mostré6 una mediana de 7.20 (RIC 7.05-7.60) al igual que el grupo de
dentina 7.20 (RIC 6.80-7.40), sin embargo, este ultimo presenté datos minimos de 5.80
en comparacién con los demas grupos. Por ultimo, el grupo con lesiones en esmalte

presentd la mediana mas baja 7.0 (RIC 6.80-7.30).

pH medido con potenciémetro: Todos los grupos presentaron medianas similares,

el grupo sano presentdé una mediana de 7.29 (RIC 7.20-7.62) en comparacién con el
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grupo con lesiones en esmalte 7.30 (RIC 7.08-7.46) y el grupo con lesiones en dentina

7.32 (RIC 7.04-7.51) con valores minimos desde 5.36.

Capacidad buffer: Como se observa en la Fig. 28 el grupo sano presento la media
mas alta 7.64 + 2.49, seguido del grupo con lesiones en esmalte 6.32 + 2.47 y el grupo
con lesiones en dentina 6.33 + 2.66, sin embargo, el coeficiente de variacién en todos

los grupos fue mayor de 30% indicando que hay una alta variabilidad entre los datos.

Cantidad de anhidrasa carbonica VI (CA VI): La cantidad de CA VI fue mayor en
el grupo con lesiones en dentina con una mediana de 2.25 (RIC 1.90-3.13) como se
observa en la Fig. 29, seguido por el grupo con lesiones en esmalte 2.08 (RIC 1.99-2.56)

y el grupo sano 1.88 (RIC 1.75-2.35).

Tabla 8. Estadisticos Descriptivos de variables independientes por grupos de severidad de caries.

Variable Grupo N Media Mediana DE Minimo Maximo Asimetria Curtosis W p P25 P50 P75
(Shapiro-
Wilk)
pH Tira SANO 14 7.24 7.2 0.34 6.6 7.6 -0.49 -0.91 0.876 0.051 7.05 7.2 7.6
ESMALTE 19 7.04 7.0 0.33 6.4 7.6 -0.21 -0.81 0.953 0.438 6.8 7.0 7.3
DENTINA 55 7.14 7.2 043 5.8 7.8 -0.86 0.88 0.93 0.003 7.0 7.2 7.4
pH SANO 14 7.37 7.29 032 7.0 7.96 0.16 -0.18 0.961 0734 7.2 729 7.62
Potenciémetro
ESMALTE 19 7.24 7.3 0.37 6.27 7.73 -1.16 1.66 0.915 0.09 7.08 7.3 7.46
DENTINA 55 7.23 7.32 0.44 5.36 8.03 -1.63 5.51 0.892 <.001 7.04 732 753
Capacidad SANO 14 7.64 8.0 25 2.0 12.0 -0.59 -1.0 0.958 0.687* 7.0 8.0 9.0
Buffer
ESMALTE 19 6.32 6.0 247 3.0 12.0 0.83 -0.17 0.901 0.052* 4.5 6.0 8.5
DENTINA 55 6.33 6.0 267 1.0 12.0 -0.59 -0.54 0.96 0.465* 4.0 6.0 8.0
CA VI SANO 14 235 1.88 1.18 1.64 6.07 2.77 8.2 0.617 <.001 175 188 235
ESMALTE 19 242 2.08 0.92 1.61 4.92 1.57 7.49 0.689 <.001 199 208 256
DENTINA 55 3.0 2.25 205 1.62 13.27 3.15 12.0 0.619 <.001 1.9 225 3.13
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Fig. 28 Diagrama de caja que muestra la
distribucion de la capacidad buffer. El grupo sano
presentd valores medianos mas altos, mientras
que los grupos con lesién en esmalte y dentina
mostraron distribuciones mas dispersas.
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Fig. 29 Distribucion de la cantidad de CA Vly severidad
de caries. Se observa una tendencia hacia mayor
cantidad de CA VI en el grupo con lesién en dentina.

En la Tabla 9 se presentan los resultados de la correlacién entre las variables

analizadas. En cuestién a la correlacién de los grupos de severidad de caries los

coeficientes de Rho indicaron que todas las variables mostraron una correlacion muy

débil, con valores entre 0 y +0.19. No se observaron correlaciones estadisticamente

significativas entre la severidad de caries y las variables incluidas en el andlisis (p > 0.05).

Sin embargo, la variable CA VI presentd un valor de Rho = 0.19 y un valor de p = 0.072,

el cual, aunque no significativo, se encuentra cercano al umbral de significancia.

Las variables de medicion de pH con tira y con potencibmetro mostraron una

correlacion positiva moderada con la capacidad buffer salival (p = 0.419; p <0.001) y (p

= 0.400; p < 0.001) respectivamente.
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Tabla 9. Correlacion entre severidad de caries y variables independientes.

Variables p de Spearman  Valor p
Grupos vs pH tira 0.005 0.963
Grupos vs pH potenciométrico -0.084 0.436
Grupos vs Capacidad buffer —-0.132 0.221
Grupos vs CA VI 0.193 0.072*
pH tira vs pH potenciométrico 0.769 <0.001*
pH tira vs Capacidad buffer 0.419 <0.001*
pHtiravs CA VI —-0.037 0.733
pH potenciométrico vs 0.400 <0.001*
Capacidad buffer

pH potenciométrico vs CA VI —-0.052 0.628
Capacidad buffer vs CA VI —-0.118 0.272

La Tabla 10 detalla la asociacion entre la severidad de caries y las variables
independientes. De manera consistente con los resultados de la correlacién, no se
encontraron asociaciones estadisticamente significativas (p>0.05). Por lo tanto, no se
rechaza la hipétesis nula, indicando la ausencia de una asociacion significativa entre la

cantidad de CA VI y la severidad de caries.

Tabla 10. Asociacién entre severidad de caries y variables independientes.

X2 P
CA VI Kruskal-Wallis 3.75 0.153
pH Tira Kruskal-Wallis 2.65 0.266
pH Potenciémetro Kruskal-Wallis 1.08 0.583
Capacidad Buffer ANOVA F=1.58 0.222

Aunque la prueba de Kruskal-Wallis no mostré diferencias estadisticamente
significativas entre las variables salivales y los grupos de severidad de caries, se

procedid a realizar una regresion logistica ordinal para explorar posibles asociaciones.
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El modelo presentdé un pseudo R? de McFadden de 0.041, lo cual indica que
aproximadamente el 4.1% de la variabilidad en la severidad de caries fue explicada por

las variables evaluadas (Tabla 11).

Ninguna de las variables alcanzé significancia estadistica (p > 0.05). Sin embargo,
se observo en la Tabla 12 una tendencia positiva para la concentracion de CA VI (B =
0.327, p = 0.108), con un Odds Ratio (OR) de 1.39 (IC 95%: 0.99-2.21), aunque Sin

significancia estadistica.

Asimismo, el pH determinado por potencidmetro mostré una tendencia inversa ( =
-1.173, p = 0.260), con un OR de 0.31 (IC 95%: 0.04-2.22), aunque también sin
significancia. De igual forma, la capacidad buffer (B =-0.123, OR = 0.88; IC 95%: 0.73—
1.06; p = 0.184) y el pH medido por tira (f = 1.150, OR = 3.16; IC 95%: 0.43-25.84; p =

0.267) no mostraron asociaciones significativas con la severidad de caries.

Tabla 11. Regresion logistica ordinal para la
prediccion de severidad de caries.

Modelo Desviacion AIC R2 McF
1 155 167 0.0414

Tabla 12. Coeficientes del modelo de regresion lineal ordinal.

Predictor Estimador EE z p OR IC IC
Inferior  Superior

CA VI 0.327 0.2032 161 0.108 1.38* 0.98 221

Capacidad -0.123 0.0929 -1.33 0.184 0.884 0.72 1.06

Buffer

pH -1.173 1.0407 -1.13 0.26 0.309 0.03 2.22

Potenciometro

pH Tira 1.15 1.0358 1.11 0.267 3.158 0.42 25.84
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10. DISCUSION

La caries es una enfermedad crénica multifactorial y dinAmica que surge debido al
desequilibrio entre los procesos de desmineralizacién y remineralizacion en los tejidos
duros dentales [8]. Dicho desequilibrio es favorecido por exposiciones frecuentes a
carbohidratos fermentables, los cuales generan un ambiente acido en la cavidad bucal.
Ante este escenario, la saliva cumple un rol fundamental gracias a su capacidad
amortiguadora, atribuida principalmente al sistema bicarbonato, en el que participa
activamente la enzima anhidrasa carbonica VI (CA VI), responsable del mantenimiento
del equilibrio acido-base y la regulacion del pH bucal [91]. La presente investigacion
surge debido a la limitada evidencia disponible sobre la secrecion de CA VI en saliva
glandular y su posible asociacion con la severidad de caries, especialmente en poblacion

pediatrica.

A diferencia de la saliva total, que es una mezcla de secreciones provenientes de
multiples glandulas salivales mayores y menores junto con elementos del entorno bucal,
el andlisis especifico de saliva glandular permite evaluar directamente la produccién de
esta enzima desde su fuente principal, la glandula parétida [127]. Este abordaje
disminuye la variabilidad externa y ofrece una perspectiva mas precisa sobre el papel
fisiolégico de la CA VI, reforzando su potencial como biomarcador salival en la progresion

de la caries [90].

Fernley et al. [66] llevaron a cabo una investigacion en 50 adultos, en la cual
recolectaron saliva parotidea estimulada con copas Carlson-Crittenden durante 6
minutos, y midieron la concentracion de CA VI por medio de radioinmunoensayo,

obteniendo una concentracion media de 47.0 £ 39.2 pg/mL. En nuestro estudio, la
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muestra de saliva se obtuvo utilizando un dispositivo plastico intraoral modificado,
adaptado especialmente para nifios, colocado por 5 a 10 minutos sin estimulacion salival,
logrando un volumen salival entre 70 y 500 pL [123]. La concentracion media de CA VI
encontrada fue de 2.77 = 1.75 ng/mL. Esta concentracibn menor, comparada con los
resultados reportados por Fernley et al. podria deberse a la diferencia en la edad de la
muestra y al método de cuantificacion empleado, ya que nuestro estudio utilizo la técnica

ELISA en lugar de radioinmunoensayo [66].

El presente estudio se llevo a cabo en nifios en edad preescolar hasta los 7 afos,
provenientes de zonas rurales y urbanas del estado de Puebla, México. La evaluacién
temprana de la enzima CA VI, las propiedades salivales y la severidad de la caries aporta
informacion relevante sobre el comportamiento fisiolégico y la capacidad adaptativa del
organismo ante los habitos alimenticios propios de la region. Estudios previos realizados
por Picco et al., Vasudevan et al.,, y Piekoszewska-ZieRteka han abordado estas
variables en poblaciones infantiles de Brasil, India y Polonia respectivamente, las cuales

presentan diferencias culturales y alimentarias importantes [110,111].

La literatura existente sobre la cuantificacion de CA VI en saliva total en nifios
preescolares es también limitada. Estudios previos realizados por Vasudevan et al., y
Picco et al., evaluaron esta enzima en nifios a partir de 6 y 7 afios con denticién mixta,
estableciendo comparaciones entre grupos cony sin caries, segmentados segun indices
como ceo-d o CPOD, Picco et al., incluyendo lesiones de manchas blancas dentro del
grupo cariado. Estos estudios contaron con tamafios muestrales de 30 y 37 participantes
respectivamente [110,111,113]. En contraste, nuestro trabajo incluyé nifios en edad

preescolar desde los 3 hasta los 7 afios, lo que permitié evaluar la concentracién de CA
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VI desde etapas tempranas posteriores a la erupcién dentaria, en un periodo critico en
gue el organismo se encuentra en adaptacion a alimentos potencialmente cariogénicos.
Se utilizé el sistema ICDAS para evaluar la severidad de lesiones cariosas, con el 75%
de la muestra en denticidon temporal y el resto en denticidon mixta temprana. Esto permitio
identificar con mayor precision lesiones iniciales de caries (ICDAS 1y 2), comunmente
observadas en las superficies vestibulares de incisivos superiores temporales los cuales
exfolian entre los 7 a 8 afios en la poblaciéon mexicana [128,129]. Asi mismo la muestra
solo incluy6 sujetos que no hayan tenido experiencia dental previa, ya que algunos
tratamientos dentales como los materiales con fluoruro o bioactivos pueden influir en las
propiedades salivales, aspectos que no fueron considerados en los estudios previamente

mencionados [130,131].

Ademas, en nuestra investigacion se establecieron tres grupos: nifios libres de
caries, niflos con lesiones iniciales limitadas al esmalte y nifios con lesiones avanzadas
en dentina, con un tamafio muestral de 14, 19 y 55 participantes respectivamente. El uso
del sistema ICDAS aportd una caracterizacion mas detallada y sensible de las lesiones
cariosas en comparacion con indices tradicionales como ceo-d o CPOD, que registran
Unicamente lesiones cavitadas lo que suele subestimar la prevalencia real de la
enfermedad. Esta metodologia resulta particularmente Util en poblacién pediatrica, ya
gue facilita la deteccion temprana de lesiones cariosas y permite la implementacion

oportuna de medidas preventivas. [119].

La muestra total del estudio estuvo conformada por 88 participantes, de los cuales el
47.7% fueron mujeres y el 52.3% hombres. La prevalencia de caries registrada fue del

84.1% al considerar tanto lesiones en esmalte como en dentina (ICDAS 1-6), mientras el
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62.4% cuando se tomaron en cuenta Unicamente las lesiones en dentina (ICDAS 3-6).
Un estudio previo realizado por Lara et al., (2021) en Guadalajara, México, evalué la
prevalencia de caries utilizando el sistema ICDAS en 409 nifios de 3 a 5 afios con
caracteristicas similares a nuestra muestra, dividiéndolos también en grupos: nifios libres
de caries (ICDAS 0), con lesiones iniciales limitadas al esmalte (ICDAS 1-2) y nifios con
al menos una lesién en dentina (ICDAS 3-6). De estos, el 53.8% fueron nifias y el 46.2%
nifos. La prevalencia de caries reportada fue del 82.2% considerando lesiones en
esmalte y dentina (ICDAS 1-6) y del 45% al considerar Unicamente lesiones en dentina
(ICDAS 3-6). La muestra del estudio tuvo caracteristicas similares a nuestro estudio en
cuanto a la distribucion por edad y sexo, ademas la prevalencia observada al incluir
lesiones en esmalte y dentina fue similar. Sin embargo, se observé una mayor
prevalencia en nuestra muestra al considerar Unicamente lesiones en dentina. Esta
diferencia podria atribuirse a que el estudio de Lara et al., incluyé nifios con tratamientos
restaurativos dentales previos, asi como a las variaciones en habitos alimenticios y
culturales entre distintas regiones del pais. En ambos estudios no se observo asociacion
entre caries y sexo, sin embargo, se observo un aumento en la prevalencia de caries del
21.7% al 37.2% al incluir lesiones iniciales en esmalte (ICDAS 1-2) [37]. Esto indica la
importancia de identificar los estadios tempranos de caries en nifios en edad preescolar,
con el objetivo de desarrollar estrategias efectivas que permitan controlar la progresién

de la enfermedad.

Los dientes mas frecuentemente afectados fueron los segundos molares inferiores,
presentando mayormente lesiones de tipo ICDAS 3, mientras que los menos afectados

fueron los incisivos laterales inferiores, con lesiones predominantemente ICDAS 2. Estos
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hallazgos coinciden con estudios recientes reportados por Rai et al., (2024), quienes
realizaron un estudio para comparar la severidad y el patron de caries segun el tipo de
diente en 200 nifios de 24 a 71 meses en Nepal, utilizando también el sistema ICDAS.
En dicho estudio se observé que los segundos molares mandibulares fueron los dientes
mas afectados, presentes en el 74% de los casos con lesiones ICDAS 6 predominantes,
mientras que los incisivos laterales inferiores fueron los menos afectados, involucrados
en el 9.04% de los casos [129]. Estas diferencias podrian explicarse por la dificultad que
presentan los nifios pequefios para realizar una higiene bucal efectiva en éareas
posteriores, resultando en una insuficiente desorganizaciéon del biofilm en comparacién

con las zonas anteriores.

En nuestra poblacion, el sexo no mostro una asociacion significativa con las variables
salivales evaluadas, lo cual coincide con lo reportado por Gonzéalez-Aragon et al., y
Rajendra et al.,, quienes no encontraron diferencias consistentes por género en
parametros como pH, flujo salival o capacidad buffer en nifios [132,133]. De forma
similar, la edad present6 una correlacion muy baja y no significativa con las variables
salivales y caries, en concordancia con estudios previos de Ramezani et al., quienes no

identificaron una relacion clara entre la edad y estas variables [132,134].

Los resultados muestran una buena fiabilidad entre las tiras reactivas y el
potenciometro en la medicién del pH salival total con un CCl de 0.82. Se obtuvo
correlacion positiva moderadamente fuerte (Rho = 0.769; p < 0.001). Estos hallazgos
coinciden con estudios previos en adultos y sugieren que, si bien el potencibmetro es
mas preciso, las tiras siguen siendo una herramienta clinicamente util ya que ambos

métodos son consistentes entre si y confiables [135].
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En cuanto al pH y la capacidad buffer salival, no se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos de severidad de caries, aunque el grupo
sano presento valores ligeramente mas altos. Este hallazgo coincide con lo reportado
por Ramezani et al., quienes tampoco encontraron una relacion significativa entre estas
variables y la actividad de caries en nifios [134]. Por otro lado, Picco et al., encontraron
un pH significativamente mas bajo en el biofilm de nifios con caries, estas diferencias
pueden deberse al momento y condiciones de recoleccion de saliva [110]. De manera
similar, Vasudevan et al., reportaron una mayor capacidad buffer en nifios libres de

caries, lo que respalda la tendencia observada en nuestro estudio [113].

En relacion con la concentracion de CA VI, en nuestro estudio se observd una
tendencia hacia valores mas altos en el grupo con lesiones en dentina, aunque sin
alcanzar significancia estadistica (p>0.15). Asimismo, el analisis de regresion logistica
ordinal mostré un coeficiente positivo para CA VI (B = 0.327; p = 0.108), con Odds Ratio
de 1.39 (IC 95%: 0.99-2.21), lo que sugiere una posible asociacion con mayor severidad
de caries. Sin embargo, dado que el valor de p super6 el umbral convencional de
significancia estadistica (p > 0.05), se acepta la hipotesis nula de no asociacion entre la

concentracion de CA VI y la severidad de caries medida mediante el sistema ICDAS.

A pesar de ello, se identificd una correlacion débil (Rho = 0.19) con un valor de p
marginal (p = 0.072), lo que sugiere una posible tendencia que podria alcanzar
significancia en estudios con mayor tamafio muestral. Este hallazgo es consistente con
lo reportado por Vasudevan et al., quienes también encontraron concentraciones mas
altas de CA VI en nifilos con caries, lo cual podria interpretarse como una respuesta

adaptativa frente al ambiente &cido del medio bucal [113]. En contraste, estudios como
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los de Picco et al., encontraron que, si la actividad de CA VI era mayor en nifios con
caries, su concentracion era mas baja en comparacion con los nifios libres de caries. De
forma similar, Kivela et al., observaron concentraciones reducidas de CA VI en adultos
con mayor indice de caries (DMFT) [90,110,111]. Estas discrepancias resaltan la
importancia de distinguir entre la cantidad y la actividad funcional de la enzima, ya que
su participacion en el control del pH podria depender mas de su activacion en

condiciones &cidas que de su concentracion absoluta en saliva.

Las diferencias entre estudios también podrian atribuirse a variables metodolédgicas
como el tipo de muestra salival utilizada (saliva glandular, total o biofilm), asi como a las
caracteristicas de la poblacién. En nuestro caso, la muestra estuvo compuesta
principalmente por nifios en edad preescolar, quienes dependen completamente del
cuidado bucodental proporcionado por sus padres para que haya una adecuada
desorganizacion del biofilm. Diferencia de otras investigaciones realizadas en poblacion
escolar. Ademas, se seleccionaron sujetos que no habian recibido intervenciones
odontoldgicas previas, lo cual podria influir en la condicion bucal en el momento del
estudio. También es necesario considerar los habitos culturales de cada poblacion; en el
caso particular de México, el alto consumo y la frecuencia en la ingesta de azucares
fermentables pueden modificar la acidez del medio bucal y la dinamica del sistema de

bicarbonato/ acido carbonico.

En conjunto, los hallazgos de este estudio destacan la utilidad de evaluar saliva
glandular para estudiar biomarcadores salivales como CA VI, y fortalecen el valor del
sistema ICDAS en la clasificacién detallada de la caries. Aunque los resultados no

alcanzaron significancia estadistica en su totalidad, aportan informacion relevante sobre
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el comportamiento de la CA VI frente a la severidad de la caries y abren nuevas lineas

de investigacion en el campo de la prevencién bucal pediatrica.

El presente estudio tiene algunas limitaciones metodoldgicas que es necesario
considerar. Entre ellas destaca el tamafio muestral reducido, especialmente en los
grupos "sano" y "lesion en esmalte”, lo cual podria haber limitado la potencia estadistica
para detectar asociaciones significativas. Ademas, el disefio transversal empleado no
permite establecer relaciones causales ni determinar la temporalidad entre la
concentracion de CA VI, las propiedades salivales y la severidad de caries. Otra limitante
importante es que no se evaluo la actividad funcional de la enzima CA VI, aspecto clave
para comprender de manera mas completa su posible rol protector o adaptativo frente al

proceso carioso.

A pesar de estas limitaciones, los resultados obtenidos proporcionan perspectivas
valiosas para futuras investigaciones. Se recomienda aumentar el tamafio muestral,
realizar estudios longitudinales y llevar a cabo comparaciones entre concentracion y
actividad de CA VI en diferentes tipos de muestras salivares (saliva glandular, total y
biofilm), con la finalidad de comprender mejor el papel funcional de esta enzima en la
progresion de la caries dental. Asimismo, es fundamental incorporar en futuras
investigaciones cuestionaros de riesgo a caries para comprender con mayor precision la
influencia de estas variables en la funcion salival y avanzar hacia modelos de prediccion

del riesgo de caries mas completos y sensibles, particularmente en poblacion infantil.
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11. CONCLUSION

Las evaluaciones del riesgo de caries validadas por organismos internacionales,
como la Academia Americana de Odontologia Pediatrica (AAPD), generalmente
consideran parametros salivales como el flujo y el pH. Sin embargo, en el presente
estudio no se identificaron diferencias estadisticamente significativas en los valores de
pH salival entre nifios sanos y aquellos con lesiones de caries. Ademas, se observé una
alta concordancia en los resultados obtenidos mediante tiras reactivas y potenciometro,
lo cual sugiere que cualquiera de estas técnicas podria utilizarse para evaluar el pH
salival en la practica clinica, dependiendo de la disponibilidad de recursos y la situacion

especifica.

Por otro lado, la alta prevalencia de caries observada en la poblacion estudiada
resalta la necesidad de replantear y complementar las actuales estrategias de evaluacion
del riesgo, incorporando otros componentes salivales adicionales al flujo y al pH. En
particular, se identificd una tendencia hacia concentraciones mas elevadas de la enzima
anhidrasa carbdnica VI (CA VI) en nifios con lesiones mas avanzadas (dentina). No
obstante, esta variable, junto con el pH y la capacidad buffer, explicd solo una pequefia
proporcién de la variabilidad observada en la severidad de la caries. Por lo tanto, estos
hallazgos sugieren que otros factores, como los habitos dietéticos, la higiene bucal, la
composicién microbiolégica del biofilm y aspectos socioculturales, podrian tener un papel

mas determinante en el desarrollo y progresién de esta enfermedad.

91



12.BIOETICA

En concordancia con el Tratado de Helsinki, esta investigacion garantizo la
proteccion de la dignidad, integridad y confidencialidad de la informacién personal de los
pacientes pediatricos que participaron en el estudio. Asimismo, el protocolo no
represento ningun riesgo para la salud de los participantes y se sustentd en bibliografia
cientifica basada en evidencia y en estudios previos realizados en poblaciones similares

[114].

Conforme al Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacion
para la Salud, con su ultima reforma de 2014, la investigacion fue clasificada, de acuerdo
con el Articulo 17, como un estudio de riesgo minimo, ya que empled procedimientos

comunes en examenes fisicos de diagnéstico o tratamiento rutinario [115].

La investigacion siguid las disposiciones de la Norma Oficial Mexicana NOM-12-
SSA3-2012, la cual define los criterios administrativos, éticos y metodoldgicos para la

ejecucion de proyectos de investigacion en seres humanos [116].

Se cumplieron los lineamientos establecidos en convenios internacionales sobre
investigacion en seres humanos, incluidos los Tratados de Helsinki y Tokio, asi como en
la Ley General de Salud, especificamente en su Articulo 11, el cual establece el respeto

a la integridad fisica y mental del grupo de estudio [114,116].

Para la elaboracion del consentimiento informado, se tomaron en cuenta las
recomendaciones del Cdédigo de Nuaremberg, el cual establece principios para la
proteccion de los derechos de los participantes en la investigacion. Se garantiz6 que el

estudio estuviera plenamente justificado por los resultados esperados [117].
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El Informe de Belmont sirvio como base para la formulacion de principios éticos y
directrices para la proteccidn de los participantes, asegurando el respeto a su autonomia,
es decir, la capacidad de decidir libremente si deseaban participar en el estudio una vez
que se les explicaron los riesgos, beneficios y posibles complicaciones. Asimismo, se
garantizé el principio de beneficencia, promoviendo mayores beneficios y minimizando

los riesgos [118].

Todos los participantes y sus padres o tutores recibieron informacion verbal y escrita
sobre el estudio, en la que se justificaron los objetivos y beneficios esperados.
Posteriormente, se solicit6 la firma del consentimiento informado del padre o tutor antes
del inicio del estudio (Anexo 2). Se aseguraron todas las precauciones necesarias para
evitar lesiones, dolor o sufrimiento mental o fisico innecesario. En caso de que un
participante experimentara algun malestar fisico o emocional, tuvo el derecho de solicitar

la suspension de su participacion.

Manejo de las Muestras de Saliva

El manejo de las muestras de saliva se realiz6 conforme a los lineamientos de la
Norma Oficial Mexicana NOM-087-ECOL-SSA1-2002, la cual establece disposiciones
para la proteccion ambiental y dicta el almacenamiento y eliminacion de residuos
peligrosos bioldgico-infecciosos (RPBI). Las muestras de saliva no se consideran
RPBI, ya que correspondian a muestras bioldgicas obtenida de pacientes sanos y
destinadas a analisis bioquimicos sin involucrar microorganismos patégenos. Una vez
utiizada la cantidad necesaria de saliva para el estudio, las muestras fueron
posteriormente almacenadas a -80°C, con el propdésito de ser conservadas para futuras

investigaciones en el laboratorio [116].
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14. ANEXOS

14.1Anexo 1 Concordanciay Fiabilidad

Codigo Revisiébn 1 Revision 2 TOTAL
ICDAS FECHA: FECHA:

Cddigo 1
Cadigo 2
Cadigo 3
Cadigo 4
Caodigo 5
Cadigo 6
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14.2 Anexo 2 Consentimiento informado

BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA
MAESTRIA EN TERMINAL EN PEDIATRIA

CONSENTIMIENTO VALIDO INFORMADO

El (la) suscribe como padre (madre)
del menor quien esta inscrito como
paciente de la Benemérita Universidad Autonoma de Puebla, manifiesto. Que he sido
debidamente informado del proyecto de tesis de la alumna de la Maestria en Terminal en
Pediatria de la misma universidad con nombre de Elsa Daniela Angeles Ungson con titulo
"Correlacion entre el nivel de actividad de Anhidrasa Carboénica IV salival y severidad de caries"
para la participacion de mi hijo (a) en el estudio, el cual consiste en: realizar ICDAS y tomas de
muestras salivales total y glandular previo de cualquier tratamiento de rehabilitacién, sin alterar
armonia general de mi hijo (a). A través del presente expreso mi consentimiento y autorizacion
para:

a) Proporcionar los datos necesarios para las pruebas de mi hijo (a).

b) Evaluacion de los datos obtenidos de las muestras salivales total y glandular.

c) Estoy en el entendido que este estudio, no representa ningun riesgo para la salud de mi
hijo (a).

Para los fines antes mencionados, estoy de acuerdo que la alumna Elsa Daniela Angeles
Ungson de la Clinica de Pediatria de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla, recabe,
utilice y conserve los datos personales de caracter médico de mi hijo (a), por lo que la BUAP no
podra utilizar o difundir tales datos para propositos distintos de los aqul autorizados.

Hago constar que no recibiré ningun beneficio econémico y que se me ha dejado en claro que
puedo tomar la decision de dejar de participar en dicho proyecto en el momento que yo decida
sin que esto repercute en el trato hacia mi hijo (a), ni en la atencién a su salud bucal.

Me comprometo a cumplir las instrucciones que se me han dado, tanto en forma verbal como

escrita.
Declaro que no tengo duda y doy mi consentimiento para la participacion de mi hijo (a) en
el estudio.

Firma del Padre Firma de la Madre

Firma del investigador Firma del testigo

Firma del testigo

Lugar y Fecha:

Nota: El asentimiento informado se ha indicado su aplicacion en nifios mayores de 12
afios, sin embargo, hay literatura que ha demostrado que se puede aplicar en nifios desde 7 afios.
Sin embargo, la poblacién de estudio es de edad de 3-7 afios, es por esto que solo se explicaréa el

procedimiento a realizar al paciente con consentimiento de sus padres.
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14.3 Anexo 3 Instrumentos de recoleccién de la informacién

BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA
MAESTRIA EN TERMINAL EN PEDIATRIA

Registro por el alumno Responsable:

Numero del Paciente:

Nombre del Paciente:

Sexo:
Edad:

Fecha de nacimiento:

Odontograma:

ICDAS Fusionado:

Codigo1:__
Codigo2:
Codigo3:
Codigo4:
Codigo 5:__
Codigo6:

Grupo de estudio:

85 84 83 82 81 71 72 73 74 5
SBEBEBE BBEBEE | e
&.g <.‘>§ &%',,' &4 \27'.7 & &5 & & & b) Lesiones de caries iniciales: codigo 1-2
) Lesiones de caries moderadas: codigo 3-4

1 2 33 34 35 % d) Lesiones de caries extensas: Cédigo 5-6

Valores salivales:

e Phsalival: ____
o > 6.8= Neutro-Alcalino
o 6-6.6= Moderadamente acidos
o 5.8 >= Muy acidos

e Capacidad Buffer: __ +__+__=
o 0-5 muy baja

o 6-9 baja
o 10-12 normal/alto
e Actividad CA VI: ___ pixeles
Observaciones:
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