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RESUMEN

Objetivo: Evaluar las propiedades bioldgicas y mecanicas de un cemento
ortodontico modificado con nanoparticulas de plata y su efecto preventivo en la
formacion de lesiones de mancha blanca.

Material y métodos: Se empled un cemento ortodéntico modificado con 0.05%,
0.1%, 0.5% y 1% de NPsAg (p/p). La actividad antibacteriana se evalué mediante
el método de difusion en agar y por conteo de UFC transformadas a log UFC/mL
empleando cepas de Streptococcus mutans ATCC 25175 y Lactobacillus
acidophilus ATCC 4356 . La evaluacién del cambio del color del esmalte de las
muestras luego de seis meses de almacenaje se calcul6 empleando la férmula
CIEDE2000 (AEoo). La prueba se resistencia al cizallamiento se realizé en una
maquina universal de ensayos con un velocidad del cabezal de 1 mm/min, los datos
fueron regitrados en MPa. El patron de falla de adhesion se evalu6 mediante el
indice remante adhesivo. Se realiz6 una induccién microbiolégica de formacién de
lesiones de mancha blanca sobre la superficie del esmalte. Los dientes fueron
fotografiados de manera estandarizada y las areas de formacion de las lesiones
(mm?) se calcularon con el programa Image J. Las muestras fueron seccionadas
transversalmente y se midio la cantidad relativa iones fostatos (PO4%) a 960 cm!
empleando un sistema de microscopia Raman confocal con un modo de adquisicion
lineal de 136 um, con mediciones cada 5 um en la zona de la lesion. La longitud de
las lesiones de mancha blanca se midieron a partir de las microfotografias con el

programa Image J.



Resultados: Los grupos con 0.5% y 1% promovieron la formacion de zonas de
inhibicién para S. mutans y fueron significativas respecto a los otros grupos
(p<0.05). No se observaron diferencias significativas para L. acidophilus (p>0.05).
Todos los cementos experimentales mostraron una menor formacion de UFC que
el cemento convencional para S. mutans y L. acipdophilus (p<0.05). EI mayor
cambio de color fue observado en el grupo con 1% de NPsAg (8.04£1.48); sin
embargo, no hubieron diferencias significativas cuando se realizé una comparacion
maultiple con los grupos de 0.5% y 0.1% de NPsAg (p>0.05). La incorporacién de
las NPsAg en el cemento ortodontico disminuyo la resistencia al cizallamiento en
todos los grupos. No se observaron diferencias significativas en la reduccion de la
resistencia al cizallamiento entre los grupos con concentraciones de 1%, 0.5% y
0.1% de NPsAg (p>0.05). Las puntuaciones del IRA en el grupo con 1% de NPsAg
fueron principalmente valores de 0 y 1. Todos los grupos donde se usaron los
cementos con las NPsAg presentaron una menor area de desmineralizacion que el
grupo control (p<0.05). El grupo de 1% de NPsAg promovio6 la mayor prevencion
de formacion de LMB (3.21 + 0.56 mm?). En las muestras del grupo de 1% de
NPsAg, la cantidad relativa de iones fosfato (PO4%") se mantuvo cercana al 70.41%
respecto a los valores medidos en el esmalte sano.

Conclusion: La incorporacion de 0.5% y1% de NPsAg en el cemento ortoddntico
provee importante actividad antibacteriana. Las concentraciones mayores a 0.1%
de NPsAg afectan el color del esmalte. A mayor concentracién de NPsAg mayor la
disminucién de la resistencia al cizallamiento, con un patron de falla principalmente

en la interfase resina-esmalte. La concentracion de 1% de NPsAg promovié mayor



prevencion de formacion de LMB y presentd un potencial de mantener la cantidad
de iones fosfato (PO4*) cercana a los valores medidos en el esmalte sano.
Palabras clave: Lesiones de manchas blancas, esmalte dental, antibacterianos,

nanoparticulas de plata, prevencion & control.



ABSTRACT

Objective: To evaluate the biological and mechanical properties of an orthodontic
cement modified with silver nanoparticles and its preventive effect on the formation
of white spot lesions.

Material and methods: An orthodontic cement modified with 0.05%, 0.1%, 0.5%
and 1% NPsAg (w/w) was used. The antibacterial activity was evaluated by the
agar diffusion method and by counting transformed CFUs at log CFU/mL using
Streptococcus mutans ATCC 25175 and Lactobacillus acidophilus ATCC 4356
strains. The evaluation of the color change of the enamel after six months of storage
was calculated using the CIEDE2000 formula (AEoo0). Shear bond strength testing
was performed on a universal testing machine with a head speed of 1 mm/min, data
was recorded in MPa. The pattern of adhesion failure was evaluated by the adhesive
remnant index. A microbiological induction of white spot lesion formation was
performed on the enamel surface. The teeth were photographed in a standardized
way and the areas of lesion formation (mm?) were calculated with the Image J
program. The samples were cross-sectioned and the relative amount of phosphate
ions (PO4*) was measured at 960 cm™* using a confocal Raman microscopy system
with a linear acquisition mode of 136 um, with measurements every 5 um in the
area of the lesion. The length of the white spot lesions was measured from the
photomicrographs with the Image J program.

Results: The groups with 0.5% and 1% promoted the formation of inhibition zones
for S. mutans and were significant compared to the other groups (p<0.05). No

significant differences were observed for L. acidophilus (p>0.05). All the modified



cements showed lower CFU formation than the conventional cement for S. mutans
and L. acipdophilus (p<0.05). The greatest color change was observed in the group
with 1% NPsAg (8.04+1.48); however, there were no significant differences when
multiple comparison was made with the 0.5% and 0.1% NPsAg groups (p>0.05).
The incorporation of the NPsAg in the orthodontic cement decreased the shear bond
strength in all groups. No significant differences were observed in the shear bond
strength reduction between the groups with concentrations of 1%, 0.5% and 0.1%
of NPsAg (p>0.05). The ARI scores in the group with 1% NPsAg were mainly
values of 0 and 1. All the groups where the modified cements with NPsAg were
used presented a smaller area of demineralization than the control group (p<0.05).
The 1% NPsAg group promoted the greatest prevention of LMB formation (3.21 +
0.56 mm?). In the samples of the 1% AgNP group, the relative amount of phosphate
ions (PO4*) remained close to 70.41% compared to the values measured in healthy
enamel.

Conclusion: The incorporation of 0.5% and 1% of NPsAg in an orthodontic cement
provides important antibacterial activity. Concentrations greater than 0.1% of
NPsAg affect the color of the enamel. The higher the concentration of NPsAg, the
greater the decrease in shear bond strength, with a failure pattern mainly at the
resin-enamel interface. The 1% concentration of NPsAg promoted greater
prevention of WSL formation and had the potential to maintain the amount of
phosphate ions (PO4*) close to the values measured in healthy enamel.
Keywords: White spot lesions, dental enamel, anti-bacterial agents, silver

nanoparticles, prevention & control.



1. INTRODUCCION

La complicacion mas comun en el tratamiento de ortodoncia con aparatos fijos es
la alta prevalencia de desmineralizacion del esmalte causado por la acumulacion de
biofilm bacteriano alrededor de los brackets, particularmente en la region cervical,
que puede alcanzar hasta el 70% de los pacientes ortodonticos 2. La pobre higiene
oral puede incrementar la colonizacion de bacterias como Streptococcus mutans y
Lactobacillus acidophilus, reduciendo los valores de pH a niveles criticos menores
a 5.5. Consecuentemente se promueve el proceso de desmineralizacion, llevando al
desarrollo de lesiones de mancha blanca (LMB) ©). En condiciones de pobre higiene
oral, las LMB pueden aparecer tan pronto como luego de un mes de la instalacion

de la aparatologia ortoddntica, comprometiendo la estética del paciente ©4),

Una apropiada higiene oral es el procedimiento preventivo mas importante para
reducir el riesgo de formacion de LMB, sin embargo se sabe que existe una
deficiencia en gran parte de los pacientes en seguir las recomendaciones e
instrucciones relacionadas a la higiene oral y control de formacién del biofilm,
brindadas por el odontélogo ©). Otras estrategias preventivas incluyen la aplicacion
topica de barniz de fluor y la incorporacion de agentes antibacterianos en enjuagues
bucales y pastas dentales; sin embargo, estas estrategias dependen directamente de
la colaboracion del paciente 7). Con la intencion de lidiar con este aspecto, se ha
propuesto la adicion de componentes antibacterianos en los materiales empleados
para la adhesion de los brackets como las resinas y primers. Esta estrategia se

enfoca en el minimo requerimiento de colaboracion por parte del paciente ©®),



Estos compuestos antibacterianos incluyen el uso de cloruro de benzalconio, sales
de amonio cuaternario, nanoparticulas sintetizadas a partir de la plata, éxido de zinc,
oxido de cobre, dioxido de titanio, nanoparticulas derivadas de productos naturales,

entre otros ©-14),

El uso de nanoparticulas metalicas se ha propuesto como un recurso importante
para combatir la formacion del biofilm bacteriano. Su efectividad antibacteriana se
ha relacionado a la interaccion con la membrana de la bacteria debido a su tamafio
y la alta relacion entre la superficie-volumen de las nanoparticulas *®, y no solo a
la liberacion de los iones metélicos. Ademas, las bacterias han mostrado ser menos
susceptibles al desarrollo de resistencia a las nanoparticulas metélicas que a otros

agentes antibacterianos (1617,

Las nanoparticulas de plata (NPsAg) han sido usadas debido a sus propiedades
antibacterianas y baja toxicidad a las células humanas. El mecanismo exacto de la
actividad antibacteriana de las NPsSAg no se ha clarificado del todo, se ha descrito
que la carga positiva de los iones de Ag* liberados por las NPsAg generan una
atraccion con la carga negativa de la superficie de la bacteria, lo que afectaria los
componentes de la pared celular y de la membrana citoplasmatica (1718,
Adicionalmente, las NPsSAg y sus iones pueden ingresar al citoplasma y producir
una desestabilizacion de las organelas, principalmente los ribosomas, inactivando
la produccién de ATP; las NPsAg pueden afectar las propiedades de replicacion del

ADN bacteriano, consecuentemente llevando a la muerte celular (8).



Estudios previos han mostrado que la incorporacion de NPsAg en un cemento
ortoddntico genera un importante efecto antibacteriano, inhibiendo el crecimiento
de S. mutans en modelos in vitro (*112.19), Sin embargo, a nuestro entender, su efecto
preventivo frente a la formacion de las lesiones de mancha blanca no ha sido

previamente reportado.

A pesar de las importantes propiedades antibacterianas de las NPsAg, algunos
autores han observado que su adicion en los cementos o materiales ortoddnticos
podrian estar asociados a la reduccion de sus propiedades mecanicas;
principalmente sobre la reduccién de fuerza de adhesion necesaria para mantener
los brackets adheridos a la superficie del esmalte. Sin embargo, ain existen
resultados contradictorios respecto a este punto. Algunos de los factores que
podrian contribuir a esta disparidad en los hallazgos reportados, son la
concentracion y tamafio de las NPsAg agregadas en la matriz de la resina. Al
respecto, Reddy et al. @% encontraron que la adicién de 1% de NPsAg en un
cemento ortodontico reduce la fuerza de adhesién comparada con un cemento sin
modificar. Eslamian et al. (9 sugiere que la fuerza de adhesién de un cemento
ortoddntico disminuy6 luego de la incorporacion de 0.3% de NPsAg, aungue los
valores de resistencia al cizallamiento permanecieron por encima de los valores
minimos recomendados en la literatura. Por otro lado, akhavan et al. ?Y) mostraron
que la adicion de una combinacion de NPsAg con hidroxiapatita a concentraciones

de 5% y 1% en un adhesivo ortoddntico se mantuvo y aumentd, respectivamente.



Materiales dentales que contienen iones de plata son efectivos para la prevencion
de la formacion de caries %22%); sin embargo, cuando estos iones se liberan, son
reducidos, se agregan, precipitan y penetran la superficie del esmalte hasta 25 um,
resultando en la formacion de manchas oscuras, ocasionando problemas estéticos
(2425 Aunque la incorporacion de NPsAg ha mostrado importantes efectos
antimicrobianos contra bacterias promotoras de las lesiones de caries, existe poca
informacion relacionada sobre el efecto pigmentante de los cementos ortodénticos

modificados con NPsAg sobre el esmalte dentario.

El propésito de esta investigacion fue evaluar las propiedades bioldgicas,
mecanicas Yy el efecto preventivo en la formacién de lesiones de mancha blanca de
un cemento ortodontico modificado con distintas concentraciones de nanoparticulas

de plata en un modelo in vitro.



1. OBJETIVOS

Objetivo general
Evaluar las propiedades biologicas y mecanicas de un cemento ortodontico
modificado con nanoparticulas de plata y su efecto preventivo en la formacién de

lesiones de mancha blanca.

Objetivos especificos
1. Determinar la actividad antibacteriana de un cemento ortodontico
modificado con distintas concentraciones de nanoparticulas de plata sobre

Streptococcus mutans y Lactobacillus acidophilus.

2. Evaluar el efecto del uso de un cemento ortodontico modificado con
distintas concentraciones de nanoparticulas de plata sobre el cambio de

color del esmalte.

3. Evaluar la resistencia al cizallamiento y el indice remanente adhesivo de un

cemento ortoddntico modificado con nanoparticulas de plata.

4. Evaluar el efecto preventivo de un cemento ortodéntico modificado con
distintas concentraciones de nanoparticulas de plata sobre la formacién de

lesiones de mancha blanca.



I1l.  MATERIAL Y METODOS

Disefio del estudio
Se realizd una investigacion experimental in vitro, prospectiva, analitica y

comparativa.

Técnicas y/o procedimientos

Preparacion del cemento ortoddntico experimental

Para la obtencion del cemento ortodontico experimental, se empled un cemento
ortoddntico fotopolimerizable (Transbond XT; 3M Unitek, Monrivia, California,
USA) que se mezclo con nanoparticulas de plata (US Research Nanomaterials, Inc.
Houston, TX) en concentraciones de 0.05%, 0.1%, 0.5% y 1% (p/p). El detalle de
los materiales se puede observar en la Tabla 1. La preparacion del cemento
modificado se realizé en un ambiente oscuro, usando una espatula plastica y una
platina de vidrio ., Para obtener las diferentes concentraciones de nanoparticulas
de plata, en 3 g de cemento, se utiliz6 0.03 g de NPsAg para 1%, 0.015 de NPsAg
para 0.5%, 0.003 g de NPsAg para 0.1% y 0.0015 de NPsAg para 0.05%, la mezcla
se realiz6 por 2 minutos para asegurar la distribucion homogénea de las
nanoparticulas. La cantidades de nanoparticulas requeridas fueron pesadas en una
balanza analitica de precision (Entris 124-1S, Satorious Lab Instruments GmbH &
Co. KG). Los cementos modificados fueron almacenados en jeringas negras

estériles con el fin de prevenir la transmision de luz.



Tabla 1. Materiales empleados para la preparacion de la resina modificada.

Material

Tipo de material

Composicion Nro. Lot.

Transbond XT (3M
Unitek, Monrovia,

CA, USA)

Nanoparticulas de
plata (US Research
Nanomaterials, Inc.

Houston, TX, USA)

Pasta adhesiva

fotocurable

Nano-polvo

Cuarzo tratado con silano, N976370
bisfenol A diglicidil éter

dimetacrilato, bisfenol A bis

(2-hidroxietil éter)

dimetacrilato, silice tratada

con silano, hexafluofosfato de

difenilodonio

Tamafio promedio de las Stock#: US1038
particulas: 20 nm, pureza:

99.99%, base metalica. CAS#: 7440-22-4

Evaluacidn de la actividad antibacteriana

Confeccion de discos de prueba

Se confeccionaron 96 discos de 5 mm de diametro y 2 de grosor a partir de los

cementos modificados con las concentraciones de NPsAg, siendo un total de 24

discos por grupo. Adicionalmente, se prepararon 24 discos con el cemento sin

modificar que sirvieron como control. Los discos se prepararon agregando el

cemento en un molde plastico que fue cubierto con una tira de acetato y

fotopolimerizado por 20 s por cada lado, empleando una unidad Led (Elipar



DeepCure-L, 3M St. Paul, MN, USA). Los discos fueron removidos del molde y
los excesos fueron pulidos con discos Sof-LexTM (3M ESPE, St. Paul, USA).
Finalmente, los discos fueron esterilizados con irradiacion ultravioleta C (UVC) en

una camara de flujo laminar.

Suspensiones bacterianas

Para el ensayo microbiologico se emplearon cepas de Streptococcus mutans
ATCC® 25175™ vy Lactobacillus acidophilus ATCC® 4356™ (American Type
Culture Collection, Manassas, VA, USA). S. mutans fue cultivado en caldo cerebro-
corazon (BHI) e incubado a 37 °C en condiciones de microaerofilia (GaspakTM EZ
Campy Container System) por 7 horas hasta alcanzar la fase logaritmica.
Posteriormente, una alicuota del medio fue transferido a un tubo que contenia suero
fisiolégico y se ajustd la turbidez a una escala 0.5 de McFarland ®. Para L.
acidophilus, se empled caldo de Man, Rogosa y Shape (MRS). Los medios de

crecimiento bacteriano fueron adquiridos de Liofilchem®.

Ensayo de difusion en agar

Para el ensayo de inhibicion de crecimiento bacteriano, 50 uL de la suspension de
S. mutans se vertié en ocho placas Petri que contenian agar cerebro-corazén (BHA),
la suspensidn fue esparcida por método del hisopado. Las placas se dejaron reposar
por 10 minutos y se coloco un disco de resina de cada concentracion de NPsAg y
del control, con una distancia de 2 cm entre ellos (se emplearon un total de 40
discos). Las placas fueron incubadas a 37 °C en condiciones de microaerofilia por
48 horas. Posteriormente, los halos de inhibicion de crecimiento bacteriano, se

midieron con un compéas Vernier digital (Ubermann®©, Chile) ®. Los



procedimientos se repitieron para L. acidophilus empleando agar MRS como medio

de cultivo.

Unidades formadoras de colonias

Para el anélisis de las unidades formadoras de colonias (UFC), 200 uL de BHI
enriquecida con 1% de sucrosa 'y 15 uL de suspension de S. mutans ajustado a una
escala de 0.5 de McFarland se vertieron en los pozos de una microplaca de 96 pozos
(columnas: 1, 3,5y 7; y filas: A, C, Ey G). En la columna 12, se vertieron 200 uL
de BHI sin suspension bacteriana (control negativo). Un disco de cada cemento
modificado y sin modificar (n = 20) se coloco en los pozos y la placa fue incubada
a 37 °C en condiciones de microaerofilia por 24 horas. Posteriormente, se realizd
una dilucién de 10 con 100 pL de la suspension de cada pozo con 900 pL de
solucion salina. 50 pL de la dilucion final se vertieron en placas Petri conteniendo
BHA y fueron esparcidas con un hisopo. Las placas fueron incubadas a 37 °C por
48 horas. ElI numero de UFC fueron contadas y transformadas a log UFC por
mililitro (log UFC/mL) @6), Los mismos procedimientos fueron realizados para L.

acidophilus, empleando como medio de cultivo MRS.

Evaluacién del cambio de color del esmalte

Tamarno de la muestra
El calculo del tamafio de la muestra se realizd en el programa G*power 3.1,
empleando la comparacion de multiples medias de un estudio previo @7, donde se

evalud el efecto pigmentante de la adicién de NPsAg en un material dentario. Se



adoptd un tamafio del efecto de 2.25, un error del 5% y un poder del 90%. Se obtuvo
un tamafo de muestra de 25. Se emplearon 25 dientes premolares inferiores,
divididos aleatoriamente en 5 grupos (n = 5) empleando el programa Research
Randomizer Form 4.0 (Social Psychology Network, Middletown, CT, USA); segln
el cemento ortodontico modificado con 0.05%, 0.1%, 0.5% y 1% de NPsAg y un

grupo control.

Preparacion de los especimenes

Los dientes fueron pulidos por 30 s y lavados con agua destilada. Los brackets
fueron adheridos en el centro de la corona clinica %8, Se aplicé acido fosfdrico al
37% por 30 s para el grabado del esmalte (Unitek Etching Gel, 3M, Monrovia, CA,
USA), los dientes fueron lavados con agua corriente por 1 min y secados con aire
libre de aceite (10(8 Se aplico primer (Transbond XT Primer; 3M Unitek,
Monrovia, CA, USA) y fue polimerizado por 20 s (Elipar DeepCure-L unit; 3M,
Monrovia, CA, USA) a una longitud de onda de 450 nm y 1470 mw/cm?. Se
emplearon brackets ortodonticos (Gemini, 3M Unitek, Monrovia, CA, USA)
aplicando una fuerza constante de 250 grf por 20 s para estandarizar el grosor de la
resina ), Los excesos del cemento fueron removidos y las muestras fueron
polimerizadas por 20 s por cada lado. Todas las muestras fueron almacenadas de
manera individual a 37 °C (9 por 6 meses en tubos Falcom™ conteniendo 10 mL

de agua deionizada, que fue renovada cada semana.

Retiro de los brackets

10



Después del tiempo de almacenamiento, los brackets fueron cuidadosamente
removidos con una alicate ortodéntico (Ormco, Glendora, CA, USA). La resina
remanente de la superficie del esmalte fue removida con una hoja de bisturi nro 15
(Aesculap®, Braun VetCare). Para asegurar una superficie de esmalte libre de
cemento, se empled una fresa ortodontica de zirconia de ocho laminas (Dental
Morelli, Sorocaba, SP, Brasil) por 60 segundos con presion moderada, empleando

un micromotor con refrigeracién abundante.

Medicion del color

Los dientes fueron mantenidos en un ambiente hiumedo antes de iniciar la medicion
del color, para evitar su alteracion. La medicion de color fue realizada empleando
un espectrofotometro (EasyShade V, Vita Zahnfabrik, Bad Sackingen, Alemania)
previamente al procedimiento de adhesion de los brackets (T1) y luego de la
remocién de los brackets (T2). Se realizaron tres mediciones para cada muestra en
cada tiempo. Para asegurar la reproducibilidad de las mediciones y el correcto
posicionamiento de la punta del espectrofotometro, se empled una matriz de
silicona (Zetaplus, Zhermack SpA, Italia). Previo a la toma de color, el

espectrofotometro fue calibrado de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Los datos fueron recolectados empleando el sistema CIE: L*, a* y b*. El cambio
de color de T1 y T2 fue calculado empleando la formula CIEDE2000 (AEoo), que
emplea los valores h (matiz) y C (Chroma) G%. En este estudio los valores
paramétricos Ki, Kc y Ku fueron ajustados a 1 ©¢1G2), EI cambio de color fue

considerado clinicamente inaceptable cuando los valores fueron mayores a 3.7
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unidades, de acuerdo a estudios previos 132, La formula empleada para el clculo

del cambio de color fue la siguiente ¢3:

b = |[AL 2+ AC’ 2+ AL 2+R AC\ [ AC’
P\ T \KeSe) T \KuSw) " \keSc) \keSc

Adicionalmente se analizaron los cambios en las coordenadas: L*, a* y b*, de
manera independiente para evaluar el comportamiento del espacio de color segun

la luminosidad, los valores de rojo a verde y de amarillo a azul, respectivamente.
Evaluacion de la resistencia al cizallamiento

Tamafio de la muestra

El célculo del tamafio de la muestra se realizé con el programa G*power a través
de la prueba ANOVA de efectos fijos, empleando un tamafio del efecto de 0.53, un
error de probabilidad alpha de 0.05 y un poder del 80%. Se calculé un total de 50
muestras. Empleandose 50 premolares superiores sanos extraidos por motivos
ortoddnticos. Los dientes fueron divididos de manera aleatoria en 5 grupos (n=10)
empleando el programa Research Randomizer Form 4.0 (Social Psychology

Network, Middletown, CT, USA).
Preparacion de los especimenes

Los dientes fueron embebidos en cilindros de PVC (15 mm de didmetro interno x

20 mm de altura) conteniendo resina autocurable (VIPI®, Pirassununga, SP,
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Brasil), teniendo cuidado de que la superficie bucal de los dientes esté perpendicular
a la base del cilindro y que la unién amelocementaria esté a 2 mm por encima de la
resina acrilica. Los dientes fueron limpiados por 20 s con una pasta profilactica con
una copa de pulido a baja velocidad. La superficie del esmante fue grabada con
acido fosforico a 37% (Unitek Etching Gel, 3M, Monrovia, CA, USA) por 30
segundos (4G4, Los dientes fueron lavados por 60 segundos y secados con aire
comprimido libre de aceite. Los especimenes fueron divididos aleatoriamente en 5
grupos (n = 10) de acuerdo a las concentraciones de la resina modificada,

incluyendo el grupo control.

Se aplico primer (Transbond XT Primer; 3M Unitek, Monrovia, CA, USA) sobre
la superficie del esmalte y se fotopolimerizé por 20 s (Elipar DeepCure-L unit; 3M
Unitek, Monrovia, CA, USA). Se emplearon brackets metalicos (Gemini, 3M
Unitek, Monrovia, CA, USA). Para la adhesion de los brackets se emplearon los
cementos modificados con NPsAg en las concentraciones de 0.05%, 0.1%, 0.5% y
1%. Los brackets fueron posicionados paralelos al eje largo del diente y a 4 mm de
la cUspide vestibular. Se aplicé una fuerza constante 250 grf con un dinamémetro
por 20 s para asegurar un espesor uniforme de la resina 19, Los excesos del cemento
fueron removidos y se fotopolimerizaron por 40 s (10 s por cada lado del bracket)
(34, Los especimens fueron almacenados en agua deionizada por 24 horas a 37 °C

hasta su uso @4,

Prueba de cizallamiento
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La prueba de resistencia al cizallamiento se realizd empleando una maquina
universal de ensayos (Odeme; OM 150, Sdo Carlos, Brasil). Los especimenes
fueron colocados en el jig de la maquina asegurando que la base del bracket esté
paralela al vector de aplicacion de la carga de fuerza. Un punzon fue posicionado
en la interfase bracket-diente con una velocidad de cabezal de 1 mm/min hasta que
ocurra la falla de adhesion (19194, | os resultados fueron registrados en Kgf y
convertidos a Newtons. La resistencia al cizallamiento se presenta en megapascales
(MPa), dividiendo los valores de Newtons entre el area de la base del bracket (10.62

mm?).

indice remante adhesivo

Luego de producirse la falla de adhesion, los dientes fueron evaluados con una
magnificacion de 20X empleando un estereomicroscopio (AmScope™, ZM-3B/T,
United Scope LLC, California, USA) 639 y los valores del indice remanente
adhesivo (IRA) fueron registrados siguiendo las recomendaciones de Artun and
Bergland @, Resumidamente, el IRA puede ser clasificado de la siguiente manera:
0 = nada de cemento remanente en la superficie del diente, 1 = menos de la mitad
del cemento remanente en la superficie del diente, 2 = méas de la mitad del cemento
remanente en el diente; y 3 = todo el cemento remanente en la superficie del diente

con una impresion distintiva de la malla del bracket.

Evaluacion del efecto preventivo sobre la formacion de lesiones de mancha

blanca
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Tamarno de la muestra

El célculo del tamafio de la muestra se realizé con el programa G*power a través
de la prueba ANOVA de efectos fijos, empleando un tamario del efecto de 0.8, un
error de probabilidad alpha de 0.05 y un poder del 80%. Se emplearon 25
premolares humanos extraidos por razones ortoddnticas sin fisuras, fracturas o
lesiones de caries. Los dientes fueron divididos de manera aleatoria en 5 grupos
(n=5), empleando el programa Research Randomizer Form 4.0 (Social Psychology

Network, Middletown, CT, USA).

Procedimiento de adhesion de los brackets

La superficie del esmalte de los dientes fueron pulidos con pasta y una copa de
pulido y lavados con abundante agua destilada. Para estandarizar la exposicion al
grabado y adhesion, se delimito la zona de aplicacion de los brackets con cinta
adhesiva. El esmalte fue acondicionado con acido fosforico al 37% (Unitek Etching
Gel, 3M, Monrovia, USA) por 30 s y fue lavado por el doble del tiempo con agua
destilada y secado con aire comprimido libre de aceite 2. Se aplicé el primer
Transbond XT sobre el esmalte y fue fotopolimerizado por 20 s con una unidad Led
(Elipar DeepCure-L). 5 muestras fueron usadas para adherir los brackets (Gemini,
3M Unitek, Monrovia, USA) con cada cemento modificado, adicionalmente en 5
muestras se aplicd el cemento sin modificar. Una vez colocado en bracket sobre la
superficie del esmalte, se aplicé una fuerza constante de 250 grf por 20 s para
estandarizar el espesor del cemento; los excesos de cemento fueron removidos con
un explorador. Finalmente, las muestras fueron polimerizadas por 20 s por lado

(mesial, distal) 9 y fueron almacenados en agua destilada a 37 °C por 24 horas.
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Enseguida, las coronas y las raices fueron selladas con un barniz de ufias acido-
resistente (Maybelline New York, NY, US) dejando un area rectangular de 2.5 mm

x 2 mm en la region cervical de los brackets.

Induccién microbioldgica de lesion superficial de desmineralizacion

Se prepar6 una solucion cariogénica de la siguiente manera: se mezclaron 14.8 g de
BHI, 2 g de extracto de levadura, 4 g de glucosa y 8 g de sucrosa, con 400 mL de
agua destilada. La solucion fue autoclavada a 121 °C por 15 minutos. Cada diente
fue colocado en un tubo Falcom™ con 25 mL de la solucién cariogénica inoculada
con 25 pL de suspension de S. mutans y L. acidophilus. Los tubos fueron incubados
a 37 °C por 9 dias; el medio fue cambiado cada 48 horas, sin inocular con las
suspensiones bacterianas (37:38), Posteriormente, el barniz de ufias fue removido con

una hoja de bisturi y los dientes fueron lavados con agua destilada.

Medicion del area de mancha blanca

Los dientes fueron fotografiados en dos tiempos. T1: inmediatamente después de la
adhesidon de los brackets y T2: después de la induccion de la formacion de la lesion
de mancha blanca. Se utiliz6 una cdmara Canon 60D (canon INC., Tokio, Japon)
con un lente macro LF y un flash circular (Yongnuo Macro Ring Lite YN-14EX).
La camara fue ajustada con una apertura de f9, un velocidad de obturacion de 1/125
sy sensibilidad ISO de 200. La toma de las fotografias fue estandarizada siguiendo
las recomendaciones de un estudio previo 9. Los dientes fueron colocados en
tubos plasticos conteniendo silicona de condensacion (Zetaplus, Zhermack SpA,

Italia) para asegurar el correcto posicionamiento perpendicular al lente de la
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camara. Se construyd un soporte especial para estandarizar la toma fotografica
asegurando la distancia y angulo de la adquisicion de las imagenes. Se colocd una
regla en el soporte para permitir las mediciones posteriores. Las imagenes fueron
guardadas como archivos JPEG, importadas al programa Image J (Image J, 1.52v
para Mac OS, US National Institutes of Health, Bethesda, Md) y convertidas a una
escala de grises de 8 bits. La escala fue ajustada a pixel/mm para las mediciones de
tamafio relativa a la regla contenida en la fotografia. Las areas en T1 (area inicial)
y T2 (area de formacion de la lesion de mancha blanca) fueron seleccionadas con
la herramienta de mano alzada y el programa fue ajustado para calcular el area

expresada en mm? (9,

Medicién de la cantidad relativa de iones fosfato y longitud de las lesiones de

mancha blanca

Tamano de la muestra

El célculo del tamafio de la muestra se realiz6 con el programa G*power 3.1, a
través de la prueba ANOVA de efectos fijos, empleando los datos de un estudio
previo donde se comparé la profundad de la lesion de mancha blanca medida a
través de microscopia Raman confocal “9. Se adoptd un tamafio del efecto
detectado de 0.81; un error de 0.05 y un poder de 0.80. Se establecieron 5 muestras
para cada grupo. Las muestras fueron asignadas de manera aleatoria en los grupos,
empleando el programa Research Randomizer Form 4.0 (Social Psychology

Network, Middletown, CT, USA).
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Preparacion de muestras

Se seleccionaron 25 dientes premolares inferiores sanos extraidos por motivos
ortodonticos. Los dientes fueron distribuidos de manera aleatoria en cinco grupos
de acuerdo a los cementos empleados. Brackets metalicos fueron adheridos con los
cementos conteniendo 1%, 0.5%, 0.1%, 0.05% de NPsAg y cemento sin modificar
de acuerdo a los grupos experimentales. Las muestras fueron sometidas al modelo
microbioldgico para la induccion de LMB siguiendo los procedimientos descritos

anteriormente.

Los brackets fueron removidos con una pinza para extraccion de brackets y los
remanentes de cemento fueron pulidos con una fresa multilaminada (Broca
ortodontica carbide FG, Ortomundi L.3829, Londrina, Brasil). Los dientes fueron
seccionados transversalmente con un disco diamantado (930D Jota, Suiza) a baja
velocidad (micromotor Kavo 500, Alemania) bajo irrigacion constante con agua.
Ademas, fueron cortados a 5 mm de la union amelo-cementaria desde la cara
vestibular. Posteriormente una de las secciones de los dientes fue montada en una
probeta de PVC (Pavco, Pert) de 15 mm de diametro interno y 10 mm de altura con
la parte de la seccion transversal hacia abajo y fue embebida con resina acrilica de
autocurado (VIPIflash, SP, Brasil). Una vez completado el proceso de
polimerizacion, la superficie del diente fue pulida de forma manual con papel lija

#600, #800, #1000.

Microscopia Raman Confocal
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Para este ensayo se observaron los cambios en la intensidad del pico en el modo
vibracional més fuerte del ion fosfato (PO4*) a 960 cm™, que corresponde a un
modo de estiramiento simétrico vi(PO4+%*). El espectro Raman fue registrado
empleando un sistema de microscopia Raman confocal Alpha 300 RA (WITec
GmbH, Ulm, Alemania). La excitacion de las muestras se realizé con una fuente
de laser con una longitud de onda de 532 nm con una potencia de 50 mW vy rejilla
de difraccion de 300 lineas/mm. El haz incidente se enfoco sobre la muestra a traves
de un objetivo 20X Zeiss EC Epiplan. El modo de adquisicién fue por escaneo lineal
en la zona mas representativa de la lesion de desmineralizacion, desde la superficie
externa del esmalte, con una longitud total de 136 um, con mediciones cada 5 pum.
El tiempo de adquisicion fue de 10 s por medicion, con un total de 20 espectros de
0.5 s cada uno, promediados en cada punto. El procesamiento de los espectros
adquiridos fue realizado empleando el software Project FIVE 5.9 (WITec GmbH,

Ulm, Alemania).

Los valores obtenidos correspondientes a la intensidad del pico vi(PO4*) registrada
a lo largo de la zona de desmineralizacion para cada muestra fueron ponderados
porcentualmente a partir de la intensidad registrada para el esmalte sano; y
empleando como modelo de ajuste a la curva sigmoidal de Boltzmann. Este
procedimiento permitio expresar porcentualmente la cantidad relativa de iones
fosfato (PO4%) remanente en las zonas de desmineralizacion, que esté relacionado

con la profundidad de la lesién para cada muestra.

Medicion de las microfotografias
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Las microfotografias obtenidas con la camara digital del sistema de microscopia
Raman confocal fueron convertidas a formato JPG e importadas al programa Image
J (Image J, 1.52v para Mac OS, US National Institutes of Health, Bethesda, Md).
Las microfotografias se convirtieron a una escala de grises de 8-bit y se ajustaron
los valores de brillo y contraste para una mejor visualizacion. La escala fue ajustada
a pixeles/um para la medicién de la longitud de las zonas de desmineralizacion
respecto a la escala contenida en las microfotografias. La profundidad de la lesién
de desmineralizacion se midié con la herramienta linea recta a mano alzada,
realizando 10 mediciones lineales en la extension de la lesion desde la superficie

del esmalte hasta la mayor profundidad observable de la lesion.

Consideraciones éticas

La presente investigacion se encuentra registrada con Codigo SIDISI N° 66846 y
contd con la aprobacion del comité de ética de la Universidad Peruana Cayetano
Heredia en la condicion de aprobado en la categoria de exento con el registro Nro.

310-15-19. (Anexos 1y 2)

Plan de anélisis

Los datos producto de los diversos ensayos desarrollados fueron organizados en
una base de datos elaborada en Microsoft Excel 2016. El anlisis estadistico de los
datos fue realizado con el programa estadistico Stata 16 en su version para MacOS
(StataCorp LP, College Station, TX, USA) En el caso de los datos numéricos, estos

fueron previamente analizados para conocer su distribucién mediante la prueba de
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Shapiro Wilk. La estadistica descriptiva incluyé medidas de tendencia central como
la media y la mediana y medidas de dispersion como la desviacién estandar y rango
intercuartilico, segun correspondia a partir de la distribucion normal o no de los
datos. Para la estadistica inferencial se adoptd un nivel de significacion del 5% para
todas las pruebas. Adicionalmente, se incluyo el andlisis de tamafio del efecto para
las distintas pruebas a través de los coeficientes correspondientes. La presentacion
de los resultados se realiz6 mediante tablas y en algunos casos con graficos de

barras de error y grafico de lineas con marcadores.

Debido a que cada ensayo requeria de pruebas distintas y dependientes de la
naturaleza de la variable y de la distribucién normal de los datos; se eligieron las

siguientes pruebas estadisticas:

Para la evaluacion de la actividad antibacteriana se emple0 la prueba de analisis de
la varianza de un factor para comparar las zonas de inhibicion de crecimiento
bacteriano de S. mutans y L. acidophilus producido por los cementos ortoddnticos
con diferentes concentraciones de NPsAg. Para las comparaciones intragrupo se

empleo la prueba post hoc de Tukey.

Para evaluar del cambio de color del esmalte se analizd los valores de AEoo
obtenidos de las mediciones realizadas antes de la adhesion de los brackets
cementados con las diferentes concentraciones de NPsAg del cemento experimental
y despues de seis meses de almacenamiento. Para identificar las diferencias de los

valores AEoo Yy los valores individuales de las coordenadas L*, a* y b* se utilizo la
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prueba de analisis de la varianza de un factor, seguida de la prueba post hoc de

Tukey.

Para la evaluacion de la resistencia al cizallamiento se empled la prueba de anélisis
de la varianza de un factor que permiti6 comparar los valores medios de la
resistencia entre todos los grupos donde se emple6 un cemento ortodontico con
distintas concentraciones de NPsAg. La comparacion intragrupos se realizé con la
prueba post hoc de Tukey. La comparacion entre las puntuaciones del indice
Remanente Adhesivo que identifica el patron de falla de adhesion se realizd con la

prueba Chi-cuadrado.

Para evaluar el efecto preventivo sobre la formacién de lesiones de mancha blanca
se compar0 el area inicial y la zona de desmineralizacion del esmalte en las
muestras donde se empled el cemento ortodontico modificado con las
concentraciones de NPsAg, luego de someter las muestras a la induccion
microbioldgica de formacion de LMB se empled la prueba t de Student para
muestras repetidas. Adicionalmente, se empled la prueba de andlisis de la varianza
de un factor para comparar las diferencias de los valores del area inicial y final entre

los grupos.

Para comparar la cantidad relativa de iones fosfato y longitud de las lesiones de
mancha blanca en las muestras donde se empled el cemento ortoddntico modificado
con las distintas concentraciones de las NPsAg se empleo la prueba de Kruskal

Wallis seguida de la prueba post hoc de Dunn.
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IV. RESULTADOS

Evaluacion de la actividad antibacteriana

Los resultados del ensayo de actividad antibacteriana, mostraron que el grupo
control y los grupos con 0.05% y 0.1% de NPsAg no presentaron inhibicién del
crecimiento bacteriano. Los resultados mostraron una diferencia significativa entre
los grupos con 0.5% y 1% para las zonas de inhibicion para S. mutans (p<0.05). No
se observaron diferencias significativas entre los cementos modificados para L.
acidophilus (p>0.05) (Figura 1). Por otro lado, todos los cementos modificados
mostraron una menor formacion de UFC que el cemento convencional para S.

mutans y L. acipdophilus (p<0.05) (Figura 2).
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Grafico 1. Zonas de inhibicion en el crecimiento de S. mutans y L. acidophilus
generadas por las concentraciones de NPsAg. Prueba ANOVA seguida de prueba

post hoc de Tukey. Letras diferentes indican diferencias significativas.
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Grafico 2. Unidades formadoras de colonias (Log UFC/mL) de Streptococcus

mutans y Lactobacillus acidophilus.

Evaluacion del cambio de color del esmalte

El cambio de color del esmalte luego de seis meses de almacenamiento se muestra
en la Tabla 2. La prueba ANOVA de un factor mostr6 diferencias significativas
entre el cambio de color entre todos los grupos (p<0.05). Comparando el grupo
control (2.00 £ 0.51) y el grupo con 0.05% de NPsAg (3.31 + 0.70), los valores
AEoo no mostraron diferencias significativas, y estos valores fueron inferiores a
aquellos de los grupos que contenian 0.1%, 0.5% y 1% de NPsAg. El mayor cambio
de color fue observado en el grupo con 1% de NPsAg (8.04+1.48); sin embargo, no
hubieron diferencias significativas cuando se realizé una comparacion maltiple con
los grupos de 0.5% y 0.1% de NPsAg (p>0.05). Adicionalmente, se calcul6 la
magnitud del efecto mediante el coeficiente eta cuadrado (n?> = 0.827), lo que
significa que las diferentes concentraciones de NPsAg permiten explicar el 82.7%

de la variabilidad en el cambio de color del esmalte (AEoo).
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Tabla 2. Evaluacion del cambio de color (AEoo) del esmalte expuesto a los

cementos experimentales con diferentes concentraciones de NPsAg luego de seis

meses de almacenamiento.

Grupo Media DE Min Max Valor p n?
0% NPsAg 2.002 0.51 1.48 2.75
0.05% NPsAg 3.3148 0.70 2.44 4.18
0.1% NPsAg 6.42" 1.98 4.18 8.91 <0.001 0.827
0.5% NPsAg 6.51°" 1.70 4.78 8.67
1% NPsAg 8.04°" 1.48 6.33 9.57

Letras diferentes indican diferencias significativas entre los grupos (p<0.05). * Indica valores

inaceptables (AE > 3.7).

El uso de los cementos experimentales modificados con NPsAg afect6 los valores

de las coordinadas L*, a* y b* (Tabla 3). Todas las muestras mostraron valores

negativos en la luminosidad (AL*); valores negativos indican que las muestras se

volvieron mas oscuras. No se observaron diferencias significativas entre el grupo

control y los grupos con 0.05% de NPsAg (p>0.05), mientras que en los grupos con

concentraciones mayores de NPsAg, se observd una mayor disminucion en la

luminosidad, con un mayor cambio en AL* en el grupo de 1% de NPsAg (-10.86 *

2.65). Ademas, todas las muestras mostraron valores negativos de Aa*, lo que

significa un cambio hacia el color verde, sin observarse diferencias significativas

entre los grupos. Cuando se evaluo el Ab*, todas las muestras mostraron un cambio
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hacia el color azul, con un mayor cambio observado en el grupo con 1% de NPsAg

(-7.50 % 1.21) (p<0.05).

Tabla 3. Cambios de L*, a* y b* del esmalte expuesto a los cementos

experimentales con diferentes concentraciones de NPsAg luego de seis meses de

almacenamiento.

Grupo AL £ DE Valor p Aa = DE Valor p Ab £ DE Valor p
0% NPsAg -2.73 £ 0.862 -0.80 £0.292 -2.36 +£1.192
0.05% NPsAg -3.61+0.33% -0.39 £ 0.402 -3.51 + 1.462
0.1% NPsAg -9.65+2.49° <0.001 -0.66 £0.572 0.563 -3.76 £ 2.162 0.003
0.5% NPsAg -9.72 +2.92° -0.39 £ 0.592 -3.64 £ 2.67°
1% NPsAg -10.86 + 2.65° -0.52 £ 0.442 -7.50 £ 1.21°

Letras diferentes entre columnas indican diferencias significativas entre los grupos (p<0.05).

Evaluacién de la resistencia al cizallamiento

La prueba ANOVA de un factor mostré diferencias significativas en la resistencia
al cizallamiento entre todos los grupos (p<0.05). Los grupos experimentales
tuvieron valores de resistencia al cizallamiento de 16.420 + 0.745, 16.924 + 0.972,
17.325+£0.881y 17.721 £ 0.759, para las concentraciones de NPsAg de 1%, 0.5%,
0.1% y 0.05%, respectivamente. La incorporacion de las NPsAg en el cemento
ortodontico disminuyd la resistencia al cizallamiento en todos los grupos. No se

observaron diferencias significativas en la reduccion de la resistencia al
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cizallamiento entre los grupos con concentraciones de 1%, 0.5% y 0.1% de NPsAg.
Para el grupo control se observo una resistencia al cizallamiento de 17.849 + 0.768,
no hubo diferencias significativas con los grupos que contenian 0.05%, 0.1% y
0.5% de NPsAg (p>0.05) (Tabla 4). Por otro lado, se calculé el tamafio del efecto
mediante el coeficiente eta cuadrado (n? = 0.450), lo que significa que el 45% de la
variabilidad en los valores de resistencia al cizallamiento en los grupos es explicada

por la concentracién de NPsAg agregas al cemento ortodontico.

Tabla 4. Comparacion de la Resistencia al cizallamiento de brackets adheridos

con cementos experimentales con diferentes concentraciones de NPsAg (MPa).

Grupo Media DE Min Max Valor p* n?
1% NPsAg 16.402 0.74 15.20 17.50

0.5% NPsAg 16.922 0.97 15.54 18.55

0.1% NPsAg 17.32% 0.88 16.29 18.59 0.002 0.450
0.05% NPsAg 17.72° 0.75 16.49 18.80

0% NPsAg 17.84° 0.76 16.66 18.95

* Prueba ANOVA de un factor seguida de prueba post hoc de Tukey. Letras diferentes muestran
diferencias significativas entre los grupos (p<0.05).

Las puntuaciones del IRA en el grupo con 1% de NPsAg fueron principalmente
valores de 0 y 1, lo que significa que el patron de falla de adhesion ocurrié de
manera mas frecuente en la interfase cemento-esmalte, con nada o menos del 50%
del cemento en el esmalte. Las puntuaciones IRA 1y 2 fueron mas frecuentes en

los grupos con 0.5% y 0.1% de NPsAg. Para el grupo con 0.05% de NPsAg v el
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grupo control, el IRA més frecuente fue la puntuacion 2, que significa que mas del
50% del cemento permanecio en la superficie del diente. Adicionalmente, en
algunas muestras de ambos grupos se observé que el cemento permanecid
completamente en la superficie del esmalte (Figura 3). La prueba de Chi-cuadrado
mostré diferencias significativa en las puntuaciones del IRA entre los grupos

(p<0.05) (Tabla 5).

1% AgNPs
0.5% AgNPs
0.1% AgNPs

0.05% AgNPs

0% AgNPs

0% 20% 40% 60% 80% 100%
ARI

m 0: Sin cemento en el esmalte
1: menos del 50% del cemento en el esmalte
2: Més del 50% del cemento sobre el esmalte

3: Todo el cemento sobre el esmalte

Gréfico 3. Frecuencia y distribucion de las puntuaciones del indice Remanente

Adhesivo (IRA) para las muestras con diferentes concentraciones de NPSAg.
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Tabla 5. Comparacion del indice Remanente Adhesivo (IRA) para las muestras

con brackets adheridos con cementos con diferentes concentraciones de NPsAg.

Puntaciones IRA

Grupo Valor p*
0 1 2 3

1% NPsAg 5) 4 1 0

0.5% NPsAg 1 5 4 0

0.1% NPsAg 0 4 6 0 <0.001

0.05% NPsAg 0 0 8 2

0% NPsAg 0 0 7 3

* Prueba chi-cuadrado.

Evaluacion del efecto preventivo sobre la formacion de lesiones de mancha

blanca

La comparacion entre el area inicial y la zona de desmineralizacion del esmalte
luego de someter las muestras a la induccioén microbioldgica de formacion de LMB
se evalué con la prueba t de Student. Todos los grupos donde se usaron los
cementos modificados con las NPsAg presentaron una menor area de
desmineralizacion que el grupo control (p<0.05) (Tabla 6). Adicionalmente se
calculo el coeficiente dconen para las comparaciones emparejadas; los valores fueron
convertidos a una correlacion biserial puntual para su interpretacion, detectandose

una discriminacion aceptable en todos los casos.
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Tabla 6. Comparacion de la area inicial y la zona de desmineralizacién del
esmalte (mm?) para las muestras donde se empled un cemento ortodéntico con

diferentes concentraciones de NPsAQ.

Correlacion
Grupo Initial Final Valor p* dcohen biserial
puntual (r)
0% NPsAg 3.78+0.33  3.28+0.49 0.074 1.185 0.552
0.05% NPsAg 4.31+0.30  3.65%0.55 0.020 1.483 0.638
0.1% NPsAg 4.62+0.52  2.9610.44 0.010 3.418 0.886
0.5% NPsAg 4.64+0.44  2.18+0.53 0.009 5.017 0.941
1% NPsAg 4.33+0.36  1.12+0.36 <0.001 8.815 0.957

* Prueba t de Student para muestras emparejadas.

Para comparar el efecto preventivo de la formacion de la LMB de los cementos
modificados con NPsAg, se emplearon las diferencias entre los valores del area
inicial y final. La prueba ANOVA de un factor revel6 diferencias significativas
entre todos los grupos (p<0.05). El grupo de 1% de NPsAg promovid la mayor
prevencion de formacion de LMB (3.21 + 0.56 mm?). La prueba post hoc de Tukey
se empleo para la comparacion intra grupos, los resultados mostraron diferencias
significativas entre el grupo de 1% de NPsAg y los demas grupos. El grupo de 0.5%
fue similar al grupo de 0.1% de NPsAg (p>0.05). No se observaron diferencias
significativas entre el grupo control y los grupos de 0.1% y 0.05% de NPsAg (Tabla
7). Por otro lado, se calculd el tamafio del efecto mediante el coeficiente eta
cuadrado (n? = 0.818), lo que significa que el 81.8% variabilidad en los valores del
area de desmineralizacion puede ser explicada por la concentracion de NPsAg

agregadas al cemento.
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Tabla 7. Areas de prevencion de la desmineralizacion del esmalte (mm?) para las

muestras donde se empled un cemento ortodontico con diferentes concentraciones

de NPsAg.
Grupo MediatDE Valor p 0’
0% NPsAg 0.55 +0.402
0.05% NPsAg 0.66 + 0.39%
0.1% NPsAg 1.65 + 0.79%¢ <0.001 0.818
0.5% NPsAg 2.45 +0.38%
1% NPsAg 3.21 +0.56¢

Los valores medios con letras diferentes son significativamente diferentes (p<0.05).

Medicién de la cantidad relativa de iones fosfato y longitud de las lesiones de

mancha blanca

Se comparo la cantidad relativa de iones fosfato (PO4+%) en cada una de las muestras
en la zona de la lesion respecto al esmalte sano de cada muestra. Todos los grupos
presentaron variaciones en la cantidad relativa del ion fosfato. La prueba de Kruskal
Wallis mostré diferencias significativas entre los grupos (p<0.05); para detectar las
diferencias intra grupos se aplicé la prueba post hoc de Dunn, donde se detect6 que
no existio diferencia entre el grupo control y los grupos con concentraciones de
0.05%, 0.1% y 0.5% de NPsAg (p>0.05); mientras que la diferencia con los valores
reportados para el grupo con 1% de NPsAg fueron estadisticamente significativos

(p<0.05). Estos resultados indican que en las muestras del grupo de 1% de NPsAg,

31



la cantidad relativa de iones fosfato (PO4%) se mantuvo cercana al 70.41% respecto
a los valores medidos en el esmalte sano, a diferencia de los demas grupos que
presentaron valores mucho menores (Tabla 8). Adicionalmente se calculd el
coeficiente épsilon al cuadrado (E3=0.368); que indica que el 36.8% de variabilidad
de la intensidad del ion fosfato puede atribuirse a las concentraciones de NPsAg
agregadas al cemento ortoddntico, pudiendo considerarse esta variabilidad como

mediana.

Tabla 8. Comparacion de la cantidad relativa (%) del ion fosfato en las muestras

donde se empled un cemento ortoddntico con diferentes concentraciones de

NPsAg.
Grupo Media DE Mediana RIC Valor p*  E%
0 % NPsAg 25.63 19.48 17.672 20.99
0.05 % NPsAg 27.65 7.86 23.592 11.61
0.1 % NPsAg 15.16 9.52 15.492 12.89 0.029 0.368
0.5 % NPsAg 26.75 17.93 23.742 9.51
1% NPsAg 57.97 24.18 70.41° 37.38

* Prueba de Kruskall Wallis seguida de prueba post hoc de Dunn.

La figura 4 muestra la variacion del pico fosfato en la banda vibracional 961 cm-!
del grupo control frente a los grupos experimentales. La grafica expresa la
intensidad relativa normalizadas del ion fosfato respecto a la distancia lineal de 136

um desde la superficie del esmalte. Para los grupos control y los grupos con 0.05%,
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0.1%y 0.5% de NPsAg, la intensidad del ion fosfato disminuy¢ desde la superficie
del esmalte y permanecio baja hasta una distancia de 60-80 um; recuperandose a
medida que la distancia fue mayor; por el contrario en el caso del grupo con 1% de
NPsAg la recuperacion de la intensidad se expreso rapidamente (20 um). A una
mayor distancia en la estructura del esmalte. En todos los grupos las intensidades

del ion fosfato se acercaron a los valores normales del esmalte.

1.2 4

-~
2]

B 0% AgNPs
g 0.05%AgNPs
j'g 0.1%AgNPs
Z —+—0.5%AgNPs
E —o— 1%AgNPs

0.0 4 r r r r r . . .
0 20 40 60 80 100 120 140 160

Distancia (um)

Gréfico 4. Variacion de intensidad relativa del pico 961 cm del ion fosfato entre
los grupos donde se empled un cemento ortodontico con diferentes
concentraciones de NPsAQ.

La profundidad de las lesiones de desmineralizacion en um fue medida y
comparada entre los grupos. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre todos los grupos (p<0.05). Los resultados mostraron que para el
grupo control y grupos con 0.05% y 0.1% de NPsAg no existieron diferencias
significativas (p>0.05); mientras que estos valores de profundidad de la lesion

fueron significativamente mayores que los registrados para los grupos con 0.5% y
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1% de NPsAg. Adicionalmente se calculd la magnitud del efecto (EZ=0.728); lo

que indica que el 72.8% de la variabilidad en la profundidad de la zona de

desmineralizacion puede atribuirse a la concentracion de NPsAg agregadas a los

cementos, pudiendo ser considerada como una variabilidad grande (Tabla 9).

Tabla 9. Profundidad de la zona de desmineralizacion entre los grupos donde se

empled un cemento ortodéntico con diferentes concentraciones de NPsSAg (um).

Grupo Media DE Mediana RIC Valor p* E2
0 % NPsAg 120.29  19.65 122.682 20.47
0.05% NPsAg 122.26 12.33 116.172 21.81
0.1 % NPsAg 79.41 23.84 85.64% 43.98 0.001 0.728
0.5 % NPsAg 62.61 18.79 54,17° 5.33
1% NPsAg 35.36 24.45 21.87° 12.52

* Prueba de Kruskall Wallis seguida de prueba post hoc de Dunn.
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V. DISCUSION

Esta investigacion tuvo por objetivo evaluar las propiedades bioldgicas y mecanicas
de un cemento ortodontico modificado con nanoparticulas de plata en distintas
concentraciones para la prevencion de la formacion de lesiones de mancha blanca,

empleando diversos ensayos in vitro.

La prevencion y tratamiento de las LMB es un tdpico de interés para diversas
especialidades de la odontologia. Estas lesiones superficiales son consideradas
como activas y se encuentran limitadas al esmalte, sin embargo tienen el potencial
de progresar a lesiones cavitadas dependiendo de las condiciones clinicas.
Recientemente, diversas intervenciones con distintos materiales han sido
propuestos para prevenir y tratar la formacion de las LMB; entre ellas materiales a
base de fosfato de calcio amorfo asociado a flior (CPP-ACPF), pastas
funcionalizadas de fosfato tricalcico (fTCP), fluoruro de sodio, pastas que

contienen hidroxiapatita y fluoruro, resinas infiltrantes, entre otras (4145,

La desmineralizacion del esmalte alrededor de los brackets es un problema
persistente en los pacientes con tratamiento ortodédntico, que estd cominmente
asociada a la deficiente higiene oral ¢4, Diversas estrategias han sido propuestas
para prevenir su formacion y como tratamiento, entre ellas el uso de péptidos
autoensamblados P11-4 (SAP), pastas a base fluoruro, varnices de fluoruro, pastas
a base de fosfato de calcio amorfo asociado a fluor, sellantes a base de
organoselenio, uso de laser CO2, entre otras (649, Recientemente, el uso de

compuestos antibacterianos incorporados en la matriz de los cementos ortoddnticos
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ha demostrado ser efectivo para reducir la formacion de las LMB. Dentro de estas
estrategias, se ha descrito la eficacia de la incorporacion de diferentes
nanoparticulas 13- Si bien estas estrategias han demostrado ser efectivas, es
necesario continuar con los esfuerzos en la evaluacion de posibles materiales
candidatos para la prevencion y manejo de las LMB, con un gran interés en aquellas

asociadas al tratamiento de ortodoncia.

El primer objetivo especifico de este estudio fue evaluar el efecto antibacteriano de
la incorporacion de diferentes concentraciones de NPSAg en un cemento
ortoddntico. Los resultados demostraron que la incorporacion de 0.5y 1 % de
NPsAg inhibio el crecimiento de S. mutans y L. acidophilus, mientras que las
concentraciones menores (0.05y 0.1%) no presentan actividad antibacteriana frente
a las cepas evaluadas. En este estudio, la concentracion mas alta de NPsAg
empleada fue de 1%. De acuerdo a reportes previos, para reducir el efecto sobre las
propiedades mecénicas y estéticas, no se recomienda el uso de concentraciones
mayores (1, Los resultados mostraron una diferencia significativa entre las
concentraciones de 0.5% y 1% de NPsAg para las zonas de inhibicién de S. mutans;
sin embargo, no se observaron diferencias entre las mismas concentraciones para
L. acidophilus. Por otro lado, todos los cementos modificados mostraron menor

UFC que el grupo control para S. mutans y L. acidophilus (p<0.05).

Se ha propuesto que el mecanismo antibacteriano de las NPsAg esté relacionado a

la carga positiva del ion Ag* que permite la atraccion electrostética entre la carga

negativa sobre la bacteria, lo que afecta las enzimas respiratorias de la membrana,
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desestabiliza los ribosomas, promueve la interaccion enzimética que genera dafio y
consecuente muerte celular 1850, Ademas, las NPsAg poseen la habilidad de alterar

el ADN bacteriano induciendo la pérdida de replicacion 9,

Se ha demostrado que cuando las particulas son mas pequefias, su efecto
antibacteriano es mayor debido a la alta razén entre superficie/volumen ©9, lo que
puede explicar el porqué de los diferentes resultados reportados en algunos
estudios. Recientemente, Eslamian et al. (** demostraron que la incorporacion de
NPsAg con un tamafio de particula de 50 nm a una concentracion de 0.3% en un
cemento ortoddntico tiene una importante actividad ante S. mutans, esta propiedad
fue estable por 30 dias de evaluacion. Yassaei et al. ) condujeron un estudio para
evaluar el efecto antibacteriano de un cemento ortodontico modificado con
nanoparticulas de 6xido de cobre y NPsAg y reportaron que la concentracién de 1%
de ambas nanoparticulas redujo significativamente el crecimiento de S. mutans; sin
embargo, luego de 30 dias no hubieron diferencias significativas con el grupo
control. Sodagar et al. ® demostraron que un cemento ortoddntico que contenia 5
y 10 % de nanoparticulas de plata/hidroxiapatita con un tamafio de 55-65 nm redujo
el crecimiento de S. mutans, L. acidophilus y S. sanguinis. En contraste, Degrazia
et al. 12, encontraron que la incorporacion de concentraciones de 0.11%, 0.18% y
0.33% de NPsAg (tamafio de particula < 150 nm) en un primer ortodontico no tiene
efecto en la inhibicion de crecimiento de S. mutans en un ensayo de contacto
directo, mientras que las mismas concentraciones demostraron una importante
actividad antibacteriana en medio liquido; los autores explican que estos resultados

pueden ser debidos a que la dispersién homogénea de las nanoparticulas en medio
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liguido mejora sus propiedades. En nuestro estudio el tamafio de las NPs Ag fue 20
nm, esto puede explicar la significativa actividad antibacteriana observada contra

S. mutans y L. acidophilus.

El segundo objetivo fue evaluar el efecto del uso de un cemento ortodontico
modificado con distintas concentraciones de nanoparticulas de plata sobre el
cambio de color del esmalte. Los resultados mostraron que el uso del cemento
ortodontico modificado con NPsAg, para la adhesion de brackets, afectd el color
del esmalte después de seis meses de almacenamiento. Concentraciones cercanas a
1% de NPsAg muestran un importante efecto antibacteriano sin afectar las
propiedades mecanicas del material V. La incorporacién mayor de NPsAg produce
un cambio de color en el material, ocasionando que adquiera un color gris oscuro,
afectando las caracteristicas estéticas del material. Consecuentemente,
concentraciones iguales o mayores a 1% puede incrementar los problemas estéeticos
(52, En este estudio, todas la concentraciones de NPsAg afectaron el color de la
resina ortodéntica, produciendo un color gris de diferentes tonalidades,

dependiendo en el incremento de las concentraciones.

Los resultados mostraron un cambio de color en el esmalte en todos los grupos
luego de seis meses de almacenamiento en agua deionizada, incluso en el grupo
control. De acuerdo a Aydin et al. ®® los dientes inmersos en agua destilada por 24
horas mostraron un cambio de color debido a la absorcion de agua en el esmalte,
esto podria explicar porqué las muestras del grupo control mostraron una

disminucion en los valores de AEoo. En este estudio, el nivel aceptable de AE se fijo
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en 3.7 unidades segun la recomendacion de otros autores (1:32); en consecuencia,
valores menores a 3.7 fueron considerados aceptables. Sin embargo, no hubo
diferencias significativas entre los grupos con 0.1, 0.5y 1% de NPsAg (p>0.05).
Solo el uso del cemento con una concentracion de 0.05% puede ser considerada
clinicamente imperceptible para el ojo humano y comparable al cambio de color
producido en el grupo control, donde se empled el cemento sin modificacion. Como
se demostro previamente una concentracion de 0.05% de NPsAg fue efectiva para
disminuir las UFC de S. mutans y L. acidophilus, por lo que esta concentracion
puede ser efectiva para mejorar las propiedades antibacterianas de la resina

ortodontica sin afectar el color del esmalte.

La incorporacion de NPsAg en el cemento ortoddntico afecta las mediciones de las
coordenadas L*, a*y b*. Se sabe que los valores de AL* son més significativos
debido a que son mas facilmente percibidos por el ojo humano, que los valores Aa*
y Ab* GU, El mayor cambio del AL* se observo en el grupo con 1% de NPsAg, lo
que clinicamente afect6 el color de los dientes, haciendo que estos luzcan mas
oscuros, ademas no se encontraron diferencias significativas con las
concentraciones de 0.1%. 0.5% y 1%. Es importante notar que este cambio de color
puede ser debido al agregado y precipitacion de iones de plata en la superficie del
esmalte 452, Las NPsAg usadas en este estudio tienen un tamafio promedio de 20
nm, lo que puede estar relacionado al efecto observado. Horst et al. (%) describieron
que los iones libres de plata pueden penetrar hasta 25 um en la superficie del
esmalte, causando su pigmentacion. Estudios como el de Hernandez-Sierra et al.

(54 demuestran que las NPsAg de 40 a 80nm no producen cambios significativos en
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el esmalte, cuando estas son agregadas en combinacion con un copolimero Gantrez
S-97 en la forma de una pasta dental. Sin embargo, en este estudio se decidio utilizar
NPsAg de menor tamafio (20 nm) considerando que las nanoparticulas mas

pequefias demuestra un potencial antibacteriano mas importante (18:50.51).

Por otro lado, Pandian et al. %9, indican que el esmalte después de la adhesion de
brackets puede mostrar cambio de color, asumiendo que los componentes de los
sistemas adhesivos puede producir este efecto. Corekgi et al. ¥ demostraron que
las alteraciones de color pueden ser observadas en los dientes donde se emplearon
diferentes cementos ortoddnticos; estos cambios estuvieron relacionadas con
incremento en los valores en L* y a*; mientras los valores b* disminuyeron. Estos
hallazgos deben ser considerados cuando se evalta cambios de color debido a que

puede afectar los resultados observados.

En este estudio se observd un pequefio cambio en Aa* en todos los grupos; estos
cambios indican un cambio suave hace el color verde y podria ser explicado por el
almacenaje en agua dionizada, lo que ha demostrado afectar el color de los dientes
(33), Por otro lado, los valores observados en Ab* expresan un cambio hacia el color
azul. Al respecto, se ha observado que a mayores concentraciones de NPSA(g,

mayores los cambios en términos de AEoo, AL*, Aa* y Ab*.

De acuerdo a estos resultados, el tamafio de las NPsSAg puede estar relacionado con

su potencial de tincion. Por lo que se sugieren estudios futuros que evaluen el efecto

del tamafio de diferentes NPsAg sobre el cambio de color, considerando el potencial
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antibacteriano que presenten, para poder caracterizar un cemento ortodéntico con

mejores propiedades.

El tercer objetivo de este estudio fue evaluar la resistencia al cizallamiento y el
indice remanente adhesivo de un cemento ortodontico modificado con
nanoparticulas de plata. Los resultados mostraron que la adicion de NPsAg al
cemento disminuyo la resistencia al cizallamiento a medida que se incrementd la

concentracion de NPsAg.

Reddy et al. @ demostraron que el incorporar 1% de NPsAg de un tamafio de 21
+ 5 nm a un cemento ortodéntico disminuyo significativamente la resistencia al
cizallamiento (7.55 + 1.29 MPa) cuando se comparé con un grupo control (9.43 +
3.03 MPa), ademas los valores observados para el grupo con NPsAg fueron
similares cuando se empled nanoparticulas de 6xido de zinc o didxido de titanio.
Eslamian et al. (19) agregaron 0.3% de NPsAg (50 nm) en un cemento ortodéntico
y evaluaron la resistencia al cizallamiento, sus resultados mostraron que el agregar
NPsAg disminuye significativamente los valores de resistencia al cizallamiento
(10.51 = 7.15 MPa) frente a los valores observados en el grupo control (17.72 +

10.55 MPa).

Akhavan et al. @) incorporaron 1%, 5% y 10% de NPsAg/hidroxiapatita (< 200
nm) a un primer de cemento ortodontico, observando que los valores de resistencia
al cizallamiento para el grupo de 1% aumentaron (20.66 + 10 MPa), y fueron

incluso mayores que las observadas para el grupo control (12.06 £ 10 MPa), la
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inclusién de 5% generaron los valores cercanos a los observados en el grupo
control. Este aumento de resistencia observado en el grupo de 1% puede explicarse
ya que se ha propuesto que los nanorellenos pueden incrementar la adhesion en la
interfase entre el material de restauracion y la estructura del diente, al mejorar sus
propiedades mecanicas ). Blocher et al. (58) agregaron NPsAg (12.6 — 18.5 nm)
en concentraciones de 0.11%, 0,18% y 0.33% a un primer ortodéntico, observando
que no se encontraron diferencias significativas cuando se compar6 con los valores
obtenidos cuando se emple6 un primer sin modificar. Por otro lado, Degrazia et al.
(12) agregaron las mismas concentraciones de una solucion de NPsAg (0.11%,
0.18% y 0.33%) a un primer de resina ortoddntica, observando que en todos los
grupos experimentales hubo una disminucién significativa de la resistencia al
cizallamiento. En el caso de los estudio de Akhavan et al., Blocher et al. y Degrazia
et al, las NPsAg fueron agregadas al primer, a diferencia de nuestro estudio donde

fueron incorporadas en la matriz del cemento.

A pesar del efecto de disminucidon en los valores de resistencia al cizallamiento, en
todos los casos los valores se mantienen por encima de los valores clinicamente
aceptables que se han descrito entre 6-8 MPa 9. Sin embargo, estos valores son
recomendados para condiciones clinicas, por lo que podrian diferir de los hallazgos
encontrados en estudios in vitro 9, siendo necesario estudios adicionales para
valorar el efecto clinico del uso de cementos modificadas con NPsAg. Es necesario
conducir estudios adicionales para evaluar la estrategia de incorporacion de las
NPsAg en el cemento o en el primer bajo mismas condiciones, considerando que

han sido estudiadas de manera individual en la literatura.
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Adicionalmente, los resultados de esta investigacion mostaron diferencias
significativas en el patrén de falla de adhesion entre los grupos. En el caso del grupo
de 1%, el principal patrén de falla fue entre la interfase resina-esmalte; mientras
que en el caso de grupo de 0.05% y grupo control, la falla ocurri6 principalmente
entre la interfase bracket-cemento. Eslamian et al. ®, no encontraron diferencias
entre la distribucion del patron de falla del IRA entre el cemento modificado vy el
control, siendo mas frecuente la puntuacion 2, donde mas de la mitad de la resina
permanecion en la superficie del diente. Los resultados de Blécher et al. 8
tampoco mostraron diferencias en el patrén de falla evaluado por el IRA entre los
cementos experimentales y el grupo control; los agregados de NPsAg en el primer
presentaron pricipalmente falla de puntuacion 1 al igual que el grupo control, lo que
significa que menos de la mitad de la resina permaneci en la superficie del diente,
ocurriendo principalmente en la interfase cemento-esmalte, de manera similar a lo

reportado en nuestros resultados.

El patron de falla de las resinas modificadas con NPsAg puede prevenir los posibles
dafios en el esmalte, se ha reportado que la falla entre el cemento y el esmalte puede
incrementar la probabilidad de dafiar la superficie del esmalte 2., En el presente
estudio, se observo un patron de falla, donde al incrementar la concentracion de
NPsAg la falla se expresd principalmente en la interfase cemento-esmalte con

mayor puntuaciones IRA de Oy 1.

El cuarto objetivo fue evaluar el efecto preventivo de cemento ortodontico

modificado con distintas concentraciones de nanoparticulas de plata sobre la
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formacion de lesiones de mancha blanca. Para la evaluacion de la disminucion del
area de formacién de las LMB se ha reportado diversos métodos en la literatura
como la fluorescencia por luz inducida (QLF) y la fluorescencia laser en estudios
en modelos in vitro G769, Sin embargo, estos métodos representan un alto costo en
equipamiento y procedimientos relativamente complicados. El uso de la fotografia
digital ha sido propuesto por algunos autores, indicando un alto grado de
reproducibilidad y representan un método poco costoso para la cuantificacion de
las zonas desmineralizadas del esmalte %6V, Los resultados mostraron que la
incorporacion de concentraciones mayores a 0.1% de NPsAg fueron efectivas para
prevenir la desmineralizacion del esmalte y consecuentemente evitar la formacion
de LMB. Ahn et al. 62 demostraron que la incorporacion de nanorellenos de silica
y diferentes concentraciones de NPsSAg con un tamafio menor de 5 nm pueden
prevenir la desmineralizacion del esmalte alrededor de los brackets sin disminuir
sus propiedades mecanicas. Debido a que el tamafio de las NPsAg empleadas en
este estudio fue pequefio (20 nm), es posible que el efecto preventivo sobre la

desmineralizacion haya sido efectivo.

Por otro lado, en el presente estudio la espectroscopia Raman fue empleada para
evaluar la cantidad relativa de iones fosfato (PO4*) en las zonas de las LMB. Este
método permite una facil caracterizacion de la superficie de los tejidos dentarios sin
necesidad de preparacion de las muestras, por lo que ha sido sugerido y empleado
para este objetivo por diversos autores (63-66), Este método se basa en el hecho de
que la intensidad de la dispersion Raman es proporcional al nimero de moléculas

presentes en el volumen de la muestra ©7, Principalmente el pico de intensidad y el
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pico de area son usados para el analisis; asi es posible detectar los cambios en el
contenido mineral de la lesiébn comparada con el esmalte sano, al comparar el pico

de intensidad/pico de area, mientras las condiciones experimentales se mantengan

(65)

El ion fosfato (PO4%) tiene cuatro modos vibracionales internos: vi, vz, vay va. En
el presente estudio se evalu6 la intensidad del pico en el modo vibracional mas
fuerte, que corresponde al modo de estiramiento simétrico vi a 960 cm1(¢86% Como
se menciond previamente, la adquisicibn Raman se realiz6 en un escaneo lineal
desde las superficie externa del esmalte; las intensidades absolutas fueron
normalizadas y comparadas con las registradas en el esmalte sano. Los resultados
mostraron que en todos los grupos se observaron variaciones en los perfiles de la
cantidad relativa del ion fosfato respecto del esmalte sano. La més baja intensidad
de los picos de fosfato de las lesiones indica que su contenido de fosfato es
sustancialmente menor que en el esmalte sano. Se observd que a mayor
profundidad, la intensidad del ion fosfato (PO4*") se fue recuperando, acercandose
a los valores observados en el esmalte sano. Estos resultados son consistentes con
los reportados con los de otros autores. Mohanty et al. ) encontraron que la
formacion de la LMB progres6 a un distancia maxima de 100-120 um de
profundidad del esmalte, siendo que en el modo vibracional v1 la intensidad del ion
fosfato (PO4*) cayd mas del 40% respecto al esmalte sano. Sin embargo, sus
resultados mostraron que la lesion fue en la subsuperficie del esmalte, existiendo
cerca de 15 um de esmalte sano antes de inicio de la lesion. Al-Obadi et al. 9

evaluaron la formacion de LMB artificiales y naturales a través de microscopia
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Raman, sus resultados mostraron que el escaneo lineal identifico sefial de ion
fosfato en la superficie mas externa del esmalte en todas sus muestras, lo que indico
la presencia de una capa de superficie intacta del esmalte, seguida de una severa
deflexion en el pico del ion fosfato (PO4+%) en la zona correspondiente a la lesion.
Ademas, a mayor distancia en el esmalte, el pico de la intensidad del ion fosfato

(PO4*) se acerco a la del esmalte sano.

La formacion de las lesiones en la subsuperficie del esmalte observado en los
estudios de Mohanty et al. y Al-Obaidi et al. difieren de lo observado en nuestros
resultados, donde las lesiones aparecieron directamente en la superficie del esmalte,
estas diferencias pueden deberse al modelo de generacion de la LMB empleado, ya
que en el caso de los estudios mencionados fue un modelo quimico basado en
soluciones de acido lactico y acido acético, mientras que en este estudio se empled

un modelo microbioldgico reportado previamente en la literatura G7)8),

A nuestro entender esta es la primera investigacion en la literatura donde se evalGa
el efecto preventivo de las NPsAg en la formacion de LMB a través de
espectroscopia Raman. En los resultados se observaron diferencias en la cantidad
relativa de ion fosfato (PO4%) y en la profundidad de la formacién de la lesion entre
todos los grupos donde se emplearon resinas modificadas con NPsAg. Siendo que,
en el grupo que contenia 1% de NPsAg, la cantidad relativa de ion fosfato (PO4*)
se mantuvo cercana a los valores medios detectados en el esmalte sano (70.41%);
Por otro lado, en los grupos con concentraciones de 0.1%, 0.5% y 1% la

profundidad de la LMB se redujo de manera significativa. Esto se explicaria por el
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importante efecto de las NPsAg incorporadas en el cemento sobre la actividad
bacteriana. Estas concentraciones parecen ser eficaz en controlar la formacion de
las LMB, por lo que resultaria prometedor su inclusion como estrategia en el control

preventivo de formacién de LMB en el tratamiento de ortodoncia.

Es importante mencionar que las investigaciones enfocadas en la evaluacion de
materiales dentales con disefios experimentales in vitro requieren la comprobacion
de diversas propiedades bioldgicas, fisicas y mecanicas antes de ser sometidos a la
evaluacion clinica. Siendo asi, en esta investigacion se realizé un primer abordaje
in vitro que constd de una serie de ensayos con el fin de comprobar algunas de las
propiedades biolégicas y mecanicas de un cemento ortodéntico modificado con
NPsAg. Con respecto a los resultados encontrados en los ensayos podemos sefialar
que una concentracion de 0.5% de NPsAg presenta una actividad antibacteriana
importante sin generar un impacto sobre la resistencia al cizallamiento de los
brackets, ademas es efectiva para la disminucion del area de desmineralizacién de
la superficie del esmalte y de la profundidad de la zona de desmineralizacion
aunque su potencial de mantener una cantidad relativa de ion fostato respecto del
esmalte sano fue inferior a la observada cuando se emple6 una concentracion del
1% de NPsAg. Ademas una concentracion del 0.5% parece tener un impacto
negativo sobre el color del esmalte, principalmente sobre la luminosidad, generando
una apariencia mas oscura perceptible desde el punto de vista clinico. En
consecuencia es necesario seguir con esta linea de investigacion con el objetivo de
probar nuevas formulaciones o concentraciones que permitan verificar y mejorar

los resultados observados.
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Las limitaciones encontradas en la presente investigacion, estan relacionadas con
el modelo in vitro que fue adoptado. Se debe considerar que, aunque los modelos
in vitro permiten controlar de manera adecuada las variables estudiadas, en algunos
casos no es posible reproducir de manera exacta las condiciones clinicas que se
encontrarian en el medio bucal. Por otro lado, consideramos necesario el
planteamiento de estudios adicionales para evaluar algunas propiedades bioldgicas,
fisicas y mecéanicas de la resina ortodontica modificada con NPsAg como la
citotoxicidad, liberacion controlada de las NPsAg, microdureza de la resina, grado
de conversion de la resina, evaluacion de actividad antibacteriana a través de

modelos de biofilm bacteriano.
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V1.

CONCLUSIONES

La incorporacion de 0.5% y 1% de NPsAg en un cemento ortodéntico
provee una importante actividad antibacteriana contra Streptococcus

mutans y Lactobacillus acidophilus

La incorporacion de NPsAg en el cemento ortodontico a concentraciones
mayores a 0.1% afecta el color del esmalte luego de seis meses de
almacenaje. Adicionalmente, la incorporacion de NPsAg principalmente
afecto los valores de la coordinada L*, haciendo que el esmalte luzca mas

oscuro.

. A mayor concentracion de las NPsAg en el cemento ortodéntico, mayor fue

la disminucion de la resistencia al cizallamiento, aunque en todos los casos
se mantuvo por encima de los valores clinicamente aceptables. Por otro
lado, el patrdon de falla mostré que al incrementar la concentracion de
NPsAg la falla se expresé principalmente en la interfase cemento-esmalte

con mayores puntuaciones IRA de Oy 1.

La concentracion de 1% de NPsAg fue la que promovié mayor prevencion
de formacion de LMB. Por otro lado, esta misma concentracion presento el
potencial de mantener la cantidad relativa de iones fosfato (PO4+*) cercana
al 70.41% respecto a los valores medidos en el esmalte sano. Asi mismo, a
mayor concentracion de las NPsAg incorporadas en el cemento ortodontico,

la profundidad de la LMB fue menor.
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VII.

RECOMENDACIONES

Continuar con la linea de investigacion para la evaluacion y comprobacion
de las propiedades bioldgicas, mecéanicas y fisicas de distintas metodologias

que permitan confirmar los resultados observados en esta investigacion.

Sintetizar nanoparticulas de plata a partir de productos naturales como las
plantas medicinales y verificar sus propiedades como agente antimicrobiano

y preventivo de la formacion de lesiones de mancha blanca.

Promover disefios de investigacion in vitro para comprobar las propiedades

de otros agentes antibacterianos a base de productos naturales oriundos de

nuestro pais que permitan la prevencion de las lesiones de mancha blanca.

Promover la realizacion de investigaciones clinicas que permitan confirmar

los resultados observados en la presente investigacion in vitro.
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Anexo 2: Constancia de enmienda del Comité de Etica en Investigacion.

VICERRECTORADO
DE INVESTIGACION

CONSTANCIA

El Presidente del Comité Institucional de Etica en Investigacién (CIEL) de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia hace constar que el comité institucional de ética en investigacion aprobo la
ENMIENDA/MODIFICACION del proyecto de investigacion sefialado a continuacion.

Titulo del Proyecto : “Propiedades biolégicas y mecdnicas de un cemento
ortoddntico modificade con nanoparticulas de plata para la
prevencion de lesiones de mancha blanca — Estudio in vitro™

Cédigo de inscripcién : 104007

Investigador principal : Sanchez Tito, Marco Antonio

La enmienda/meodificacién corresponde a los siguientes documentos:

1. Protocolo de investigacién, version recibida en fecha 22 de febrero del 2022.

Lima, 26 de abril del 2022.

Presidente
Commte Institucional de Etica en Investigacion
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Lesiones de mancha blanca en pacientes
con tratamiento de ortodoncia. Revision de
la Literatura

White spot lesions in patients with orthodontic treatment. Literature review.
Marco Antonio Sanchez-Tito 2%, Lidia Yileng Tay Chu Jon ¢
RESUMEN

Las lesiones de mancha blanca son efectos adversos frecuentes en los pacientes con tratamiento de ortodoncia.
Son producto del ataque de acidos organicos capaces de desorganizar la estructura del esmalte y su formacion
estd asociados a la presencia de factores de riesgo como el tiempo prolongado de tratamiento ortodontico, la
mala higiene bucal y edades tempranas de inicio de tratamiento. En la literatura existen diversos métodos de
diagndstico para este tipo de lesiones, asi como diversas propuestas para su prevencion y/o tratamiento. El
objetivo de esta revision de literatura es presentar la evidencia cientifica relacionada a la formacion de las
lesiones de mancha blanea, su prevalencia, factores de riesgo asociados a su formacion, asi como deseribir los
métodos de diagnéstico mas frecuentes y los mecanismos de prevencion y de tratamiento.

PALABRAS CLAVE: Ortodoncia, mancha blanca, caries dental.
SUMMARY

White spot lesions are common side effects in patients with orthodontic treatment. They are the product of the
attack of organic acids capable of disorganizing the structure of the enamel and its formation is associated with
the presence of risk factors such as prolonged orthodontic treatment time, poor oral hygiene and early treatment
initiation ages. In the literature there are various diagnostic methods for this type of lesions, as well as various
proposals for prevention and/or treatment. The aim of this literature review is to present the scientific evidence
related to the formation of white spot lesions, their prevalence, risk factors associated with their formation, and
to describe the most frequent diagnostic methods and mechanisms of prevention and treatment.

KEYWORDS: Orthodontics, white spot, dental caries.
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Abstract

Background: To evaluate the antibacterial property of a modified orthodontic resin with different concentrations
of silver-nanoparticles (AgNPs), and quantify its preventive effect on the formation of white spot lesions (WSLs).
Material and Methods: An orthodontic resin (Transbond XT) was modified with four concentrations of AgNPs (1%,
0.5%, 0.1%, and 0.05%), the orthodontic resin without AgNPs was used as control. Polymerized resin discs (n=80)
were submitted to Agar diffusion test on Petr1 dishes inoculated with Streptococcus mutans and Lactobacillus aci-
dophilus. In addition, resin discs of each group (n=40) were placed in 96-well plates with bacterial suspensions to
evaluate the colony-forming-units (CFU). For the WSLs prevention test, brackets were bonded with the experimen-
tal orthodontic resins on 45 premolars (n=5), and were subjected to a microbiological caries induction method for
9 days. Photographs were taken before and after the test, and the images were evaluated with the Image J software
to calculate the area of WSLs. The data were analyzed using ANOVA and Tukey-HSD test, Student’s t-test and
Kruskal-Wallis test (@=0.05).

Results: The 0.5% and 1% AgNPs modified resin mhibit the growth of S. mutans and L. acidophilus. All the mo-
dified resins showed significantly less CFU, when compared to the control (p<<0.05). 1% AgNPs resin promote the
higher prevention of WSLs formation. There was no significant difference between the control group and the 0.1%
and 0.05% groups.

Conclusion: 0.5% and 1% of AgNPs modified orthodontic resin exhibit an important antibacterial activity against
S. mutans and L. acidophilus, and prevent the formation of WSLs.

Key words: White spot lesions, antibacterial, orthodontics, adhesive, Silver-nanoparticles.

Introduction accumulation around orthodontic brackets, particularly
The most common complication in orthodontic treat- i the gingival margin, that can affect nearly 70% of the
ment with fixed appliances is the high prevalence of de- orthodontic patients (1,2). Poor oral hygiene can increa-
mineralization of enamel caused by the bacterial biofilm  se the colonization of Sireptococcus mutans and Lacto-
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Abstract

Background: To evaluate the effect of an erthodontic resin modified with various concentrations of silver-nanopar-
ticles (AgNPs) on enamel coler.

Matenial and Methods: Twenty lower premolars were collected and divided into four groups (n = 5) according to
the concentration of AgNPs (0.05%, 0.1%, 0.5%, and 1% wt'wt). Additionally, a group bonded with a conventional
resin was used as control (n=5). Previous to the bracket bonding, enamel color was measunng with a spectropho-
tometer. Specimens were stored for 6 months 1n deionized water. Brackets were debonded and color changes of
enamel were calculated with the CIEDE 2000 formula (AE00). One-way ANOVA and Tukey test were used to
assess the color change (a = .05).

Results: The control group showed the lowest AE00 values, and no significant difference was observed when com-
pared to the group with 0.05% of AgINPs (P > .05). The highest color change was observed in the group with 1% of
AgNPs (AE00 = 8.04+1.48), however no significant difference was observed between groups with 0.1% and 0.5%
AgNPs.

Conclusions: The mcorporation of AgNPs mto orthodontic resin result in tooth color alteration Lower concentra-
tions of AgNPs should be considered to minimize negative changes in enamel color.

Key words: White spot lesions, antibacterial, orthodontics, adhesive, Silver-nanoparticles.

Introduction

White spot lesions (WSLs) are one of the adverse effects
of orthodontic treatment, and can affect up to 50% of
these patients (1,2). These lesions are the result of a pro-
cess of enamel demineralization produced by the accu-
mulation of biofilm in the regions close to the brackets

(3). Clinical situations where poor oral hygiene is as-
sociated with a higher consumption of fermentable car-
bohydrates will allow an increase in the colonization of
acidogenic bacteria, which will lead to a reduction in the
pH of the oral environment and promote the develop-
ment of WSLs (4).



Anexo 4: Secuencia de imégenes.

Zona de superficie Cuerpo

A\

Imagen 1: Esquema del proceso de formacion de la lesion de mancha blanca.

Imagen 2: (A) Preparacion de la resina modificada con NPsAg. (B) fabricacion
de los discos de prueba.
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Imagen 3: Ensayo de difusion en agar. Halos de inhibicion.
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Imagen 4: Esquema de distribucion en la microplaca de 96 pocillos.
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Imagen 5: Microplacas de 96 pocillos con suspenciones de S. mutans (A) y L.

acidophilus (B) para la prueba de actividad antibacteriana.

Imagen 6: Unidades formadoras de colonias (UFC).



Imagen 7: Detalle del proceso de adhesion de los brackets con las resinas
modificadas con NPsAg. (A) Posicionamiento del bracket. (B) Fuerza constante
para estandarizar el grosor de la resina. (C) remocidon de los excesos de resina.

(D) Fotopolimerizacion.

Imagen 8: Detalle de la muestra. (A) Apariencia inicial del esmalte. (B) Resina
luego de la remocidn del bracket luego de seis meses de almacenaje. (C)
Apariencia final del esmalte luego de la remocion de la resina.



Imagen 9: Detalle del ensayo de cizallamiento.

Imagen 10: Detalle de especimenes segun IRA. (A) IRA 0 = nada de resina
remanente en la superficie del diente. (B) IRA 1 = menos de la mitad de la
resina remanente en la superficie del diente. (C) IRA 2 = més de la mitad de la
resina remanente en el diente. (D) IRA 3 = toda la resina remanente en la
superficie del diente con una impresion distintiva de la malla del bracket.



Imagen 11: Detalle de la muestra para la medicion del area de formacion de la
LMB. (A) Apariencia inicial del esmalte. (B) Bracket adherido. (C) Colocacién
de esmalte y preparacion de ventana de prueba. (D) Area de formacion de la
lesion de mancha blanca.
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Imagen 12: Detalle de la aplicacion del programa Image J para la medicion del
area de formacion de la lesion de mancha blanca.



Imagen 13: Detalle de la preparacion de la muestra para la medicion de la
intensidad del ion fosfato (PO4%) bajo microscopia Raman.

Imagen 14: Muestra posicionada en el microscopio Raman,



Imagen 15: Detalle de la formacién de lesiones de mancha blanca en una
muestra representativa de cada grupo segun la concentracién de nanoparticulas
de plata. (A) grupo control 0 % NPsAg. (B) 0.05 % NPsAg. (C) 0.1 % NPsAg.
(D) 0.5 % NPsAg. (E) 1 % NPsAg.
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