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INntroduccion







1. Definicion y clasificacion de periodontitis cronica

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria multifactorial que

afecta hasta un 30-50% de la poblacion adulta.’

Se asocia con factores locales relacionados con el acimulo de placa
bacteriana (principal factor etioldgico), como el apinamiento, perlas de
esmalte, coronas sobrecontorneadas, etc.? y con enfermedades sistémicas

como la diabetes mellitus, la artritis o la enfermedad cardiovascular.?

Se inicia como una gingivitis, que consiste en una reaccion
inflamatoria de los tejidos que rodean el diente inducida por las bacterias
que residen en la biopelicula de la placa bacteriana en la superficie dental.
Si esta inflamacidn progresa puede causar la pérdida de la adherencia del
epitelio de union y reabsorcion osea, desarrollando bolsas periodontales
y consecuentemente la pérdida de insercion periodontal. Mientras que
la gingivitis es una lesion reversible con el tratamiento,* la periodontitis
crea una lesion tisular irreversible con pérdida de tejidos de insercion®
que rara vez pueden ser restaurados con el tratamiento periodontal a su
estado original. La periodontitis se clasifica en periodontitis cronica y
agresiva. Normalmente la periodontitis crénica, mas dependiente de la
placa bacteriana, es de progresion lenta con posibilidad de recurrencia®y
esta relacionada con factores de riesgo como el consumo de tabaco,” la
afectacion por enfermedades sistémicas,® el estrés emocional® y ciertos
polimorfismos genéticos.’® La periodontitis agresiva es de progresion
mucho mas rapida, no esta tan relacionada con la placa bacteriana, por
lo que no responde tan bien como las cronicas al tratamiento periodontal
basico. Se suele presentar en individuos mas jovenes y cursa con déficit
en la funcionalidad de los polimorfonucleares.' Esta forma de enfermedad
periodontal pese a ser mas frecuente en adultos puede ocurrir en un amplio
espectro de edades, tanto en la denticiéon temporal como permanente. La

periodontitis cronica puede definirse como localizada o generalizada segun
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hayamenos o mas del 30% de sitios afectados enlaboca, respectivamente.'?
El grado de severidad de la periodontitis se basa en la pérdida de insercion
clinica. Consideramos que es leve cuando hay una pérdida de insercion
de entre uno y dos milimetros (mm); moderada entre tres y cuatro mm; y

avanzada cuando el valor es igual o superior a los cinco mm.'3

2. Histopatogenia de las enfermedades periodontales

La supresion de las medidas de higiene oral inducen la aparicion
progresiva de signos de inflamacion gingival. El retorno a las medidas de
higiene oral y la eliminacion de la placa bacteriana acumulada devuelven la
encia a su estado inicial de salud. Estos resultados indican la importancia

de la placa como elemento causal de la inflamacién gingival.™

Segun los cambios histoldgicos que se producen en los tejidos
periodontales, la enfermedad periodontal se divide en cuatro fases:
inicial, temprana, establecida y avanzada.’ La lesién inicial aparece
entre los dos y los cuatro dias tras la acumulacion de placa bacteriana.
Se corresponde con una gingivitis en estado precoz y se caracteriza por
un aumento de la permeabilidad vascular con incremento del volumen de
fluido crevicular, aumento de leucocitos polimorfonucleares y pérdida de
colageno perivascular.'® Esta lesion se caracteriza clinicamente por edema,
enrojecimiento gingival y sangrado al sondaje. La lesion temprana se
desarrolla en los siguientes cuatro a diez dias, corresponde a una gingivitis
en estado tardio con infiltrado leucocitario y multiplicacion de las células
basales del epitelio de unién y del surco. Aumentando en consecuencia la
profundidad de las crestas epiteliales.'” La fase de enfermedad periodontal
establecida se desarrolla a las dos o tres semanas y se caracteriza por
ulceracion del epitelio del surco e incremento de células plasmaticas. El
periodo de latencia de la enfermedad en esta fase puede ser muy variable,

y puede durar incluso anos.'”® La pérdida de insercidon clinica y ésea
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determina el comienzo de la fase avanzada que coincide con el inicio de la
periodontitis.’® En esta fase se produce un aumento en la profundidad de
sondaje dando lugar a una bolsa periodontal ya que el epitelio de unién no
esta adherido a la superficie dental y consecuentemente la placa bacteriana

crea un nicho anaerobio cada vez mas periodontopatogeno.'

En resumen, las enfermedades periodontales, en todas sus formas
clinicas, son el resultado de la acumulacion de microorganismos alrededor
del diente y de la subsiguiente estimulacion del sistema inmune, que al
activar diversos mecanismos de defensa en el intento de detener la
infeccidn, cambia el metabolismo de los tejidos periodontales dando como

consecuencia final la pérdida de soporte periodontal.?

2.1. Surco periodontal

Durante la erupcion dental se establece la union dentogingival
definitiva y se crea el surco periodontal, que es el espacio que rodea el
diente y se situa entre el epitelio de la encia y la superficie radicular. En
condiciones fisioldgicas posee una profundidad entre uno y tres mm
y constituye un reservorio de microorganismos.?' En ausencia de flora
bacteriana, el surco periodontal es inexistente' por lo que se cree que se

origina como consecuencia a la acumulacion de microorganismos.

Existen una serie de mecanismos de proteccion en el surco periodontal
que ayudan a mantener la salud de los tejidos periodontales aun habiendo
una acumulacion constante de bacterias. El primer mecanismo de
proteccion es el fluido crevicular que se origina a partir de la extravasacion
plasmatica y del liquido intersticial. Su principal funciéon es eliminar
las bacterias mecanicamente (por lavado) y contribuir a la respuesta
inmunitaria mediante su contenido en lisozimas, inmunoglobulinas (IgG,
IgA) y neutrdfilos polimorfonucleares.?? Un segundo mecanismo es la

elevadatasaderenovaciondelas célulasepiteliales del surco que contribuye
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a la eliminacién de los microorganismos por descamacion. Ademas, las
células del epitelio son capaces de producir defensinas y citoquinas como
interleuquina-1 (IL-1), factor de necrosis tumoral-a (TNF-a),?® e IL-6%* como
respuesta a la produccién de factores virulentos de origen bacteriano como
lipopolisacaridos (LPS)y/oacidolipoteicoicoprincipalmente,? que mantienen
un equilibrio entre las bacterias periodontales y la respuesta inmunitaria del
hospedador, constituyendo un tercer mecanismo de proteccion del surco.
Estos mecanismos mantienen una respuesta inmunitaria basal capaz de

conservar un periodonto sano.? 2

2.2. Biopelicula bacteriana periodontal

Las bacterias periodontales residen en biopeliculas localizadas sobre
los dientes o sobre las superficies epiteliales lo cual provee un medio de
cultivo idoneo para su desarrollo.?® Esta organizacion en biopeliculas
controla la tasa de crecimiento, produccion de toxinas y las propiedades
invasivas de las bacterias confiriéndoles una proteccion eficaz frente a los

mecanismos de defensa del hospedador.?®

La eliminacion de la biopelicula y del calculo de la raiz dental
por desbridamiento mecanico constituyen herramientas utiles tanto
en la prevencion como en la terapia periodontal.®® 3" Sin embargo, el
desbridamiento mecanico no es capaz de eliminar la totalidad de las
bacterias periodontopatégenas, especialmente las que se encuentran en
la luz de bolsas periodontales profundas®? o las localizadas en el interior
de los tejidos y células de las bolsas periodontales,* 34 favoreciendo la
recolonizacion bacteriana® a partir de la placa subgingival no eliminada o a

partir de otros reservorios orales.3 3%

El potencial invasivo de algunas bacterias (Aggregatibacter
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actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia,
Prevotella intermedia)®" % sobre las células epiteliales gingivales y el tejido
conectivo subepitelial, suafinidad porintroducirse enlos tubulos dentinarios
y en el cemento radicular expuesto al medio, y las zonas de dificil acceso
a la instrumentacion como las furcas o concavidades radiculares, limitan
la erradicacion bacteriana de la bolsa periodontal y por lo tanto influyen
en el éxito del tratamiento de desbridamiento mecanico. Por lo tanto, para
evitar la recolonizacién bacteriana son necesarias visitas regulares de
mantenimiento periodontal del paciente y el uso de terapias coadyuvantes
al desbridamiento mecanico.% 3% 4 E| desbridamiento mecanico suele
combinarse con la terapia antibiotica, local o sistémica.**2 Sin embargo, la
aparicion de resistencias bacterianas,**reacciones alérgicas yla alteracion

del equilibrio bacteriano pueden limitar sus indicaciones.** 45

2.3. Mediadores inflamatorios y del metabolismo 6seo

La patogenia de la enfermedad periodontal es un proceso inflamatorio
que involucra la respuesta inmunitaria innata y adaptativa.*® La reaccion
inflamatoria local libera mediadores y citoquinas responsables de la
propagacion de la inflamacion al tejido gingival subyacente mediante la
activacion de enzimas liticas entre los que cabe destacar las metalopro-
teasas (MPPs) que, mediante la eliminacién de colageno, producen la
destruccion de tejido conjuntivo.*® 47 El fallo del encapsulamiento de la
inflamacion en el tejido gingival implicara la progresién de la inflamacion
afectando al hueso alveolar adyacente como consecuencia de la
estimulacion de la osteoclastogénesis.*® La regulacion del remodelado
0seo es un proceso multifactorial complejo cuyo resultado final
depende del balance entre factores inhibidores y estimuladores de la

osteoclastogénesis. En este sentido, el eje RANK/RANK-L/OPG (Receptor
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Activador para el Factor Nuclear k B / Ligando del Receptor Activador para
el Factor Nuclear k B / Osteoprotegerina) se considera como el principal

regulador de la diferenciacion y activacion de los osteoclastos.*

2.3.1. Mediadores del proceso inflamatorio

IL-1: es un polipéptido sintetizado por macréfagos, monocitos,
linfocitos, células endoteliales, epiteliales y fibroblastos. Presenta dos
isoformas, a y b que se unen al mismo receptor presente en muchos tipos
celulares.®® La IL-1 aumenta la sintesis de procolageno |, colagenasa,
hialuronato, fibronectina y prostaglandina E2 por los fibroblastos y las
células del ligamento periodontal®® a la vez que induce la sintesis de
IL-6.%2 Incrementa los niveles de MMPs?®® y estimula la proliferacion de
queratinocitos, fibroblastos y células endoteliales, convirtiéndose en un
componente regulador de la homeostasis de los tejidos periodontales.
Ademas IL-1 activa osteoclastos y aumenta la produccion de RANK-L por
los osteoblastos, ambas acciones conducen al aumento de la reabsorcion

6sea.”

IL-6: es una citoquina de naturaleza proteica, producida por
macréfagos, monocitos, células T y B, fibroblastos, queratinocitos y
células endoteliales.® La IL-6 induce la maduracion de las células B en
células plasmaticas productoras de inmunoglobulinas. Estimula la sintesis
de IL-1B8 y TNF-q, amplificando la respuesta inflamatoria, con un aumento
consecuente de las MMPs.% La IL-6 estimula la atraccion y activacion de
neutrdfilos al tejido periodontal inflamado y favorece la reabsorcion 6sea
mediante la estimulacion de osteoclastos®’ y el incremento de RANK-L por

los osteoblastos.%®

TNF-a:esunaproteinadenaturalezapeptidica,sesecretaprincipalmente

por macréfagos, monocitos, linfocitos B y T, células natural killer (NK), asi
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como células no pertenecientes al sistema inmune como fibroblastos
y queratinocitos.%® El aumento en la produccién de TNF-a aumenta la
produccion de otras citoquinas proinflamatorias de la inmunidad innata
como son la IL-1B y la IL-6.% Induce la secrecion de colagenasa por los
fibroblastos, prostaglandina E2 por los macréfagos y la reabsorcion 6sea
por activacion directa de los osteoclastos®® e indirecta a través de la via del

RANK-L, ademas de incrementar los niveles de MMPs.®!

En resumen, entre estos mediadores proinflamatorios se producen
reacciones cruzadas tendentes a la amplificacion de la respuesta
inflamatoria.®® 2 Los mecanismos son similares en todos los casos e
incluyen destrucciéon de coldgeno por activacion de metaloproteasas, e
incrementos de la reabsorcion dsea tanto por acciones directas sobre los

osteoclastos como por acciones indirectas mediadas por RANK-L.

Todos estos mediadores de la inflamacién se sintetizan en respuesta
a los LPS de bacterias periodontales.®® 4 Sus niveles se encuentran
incrementados en la enfermedad periodontal.%%-%8 La produccion excesiva
de sustancias proinflamatorias en el periodonto puede desencadenar dano
tisular, mediante la estimulacion de los fibroblastos, que a su vez aumentan
la produccion de otras citoquinas, prostaglandina E2 y del activador del
plasmindgeno que resulta en la generacion de plasmina, activador de varias
MMPs de la matriz extracelular. El dafo tisular resultante consiste en la
destruccion del tejido conectivo y la pérdida de insercion.® En la actualidad
hay acuerdo en considerar que el tratamiento basico periodontal disminuye

los niveles de estas sustancias proinflamatorias.®-"2

2.3.2. Mediadores del metabolismo oseo

RANK-L: es una proteina producida por los osteoblastos, células

del estroma, linfocitos T, linfocitos B™ y fibroblastos™ en respuesta a
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mediadores inflamatorios. Forma parte de la superfamilia de los factores
de necrosis tumoral y se expresa como proteina soluble de linfocitos T y
B o unida a la membrana de osteoblastos, células estromales y linfocitos
T.7 77 Entre los factores estimuladores de esta proteina destacan las
interleuquinas, interferones y prostaglandinas.” Su funcién principal es
activar la osteoclastogénesis,” mediante la estimulacion, diferenciacion
y activacion de osteoclastos al unirse al receptor transmembrana RANK

presente en los preosteoclastos.”™

OPG: es una proteina soluble producida por los osteoblastos y los
linfocitos B™ que regula los niveles de RANK-L. Puesto que RANK-L tiene
mayor afinidad de unién por OPG que por RANK, actiua como receptor
sefuelo modulando la actividad de los osteoclastos y por lo tanto regulando

el remodelado 6seo0.7 8

El eje RANK/RANK-L/OPG constituye el principal factor regulador de
la osteogénesis.® Las concentraciones de RANK-L y OPG determinadas
en pacientes periodontales son muy heterogéneas. Se han descrito
incrementos de RANK-L manteniendo los niveles de OPG,?"-82 disminucidn
de los niveles de OPG, sin modificaciones de los niveles de RANK-L* y
aumento de RANK-L acompafiado de menores niveles de OPG.® A pesar
de esta variacion en los resultados de RANK-L y OPG, en todos ellos el
cociente RANK-L/OPG es mayor en individuos con periodontitis que en

controles sanos.88

En la mayoria de estudios, el tratamiento periodontal basico no
modifica el cociente RANK-L/OPG. 8" Sj bien en un estudio reciente con
terapia fotodinamica como coadyuvante al tratamiento periodontal basico
se ha descrito una disminucion del cociente a las cuatro y ocho semanas

del tratamiento.®®
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2.4. Respuesta inmune periodontal

La respuesta inmunitaria se inicia al reconocer componentes
bacterianos como LPS, ADN (4cido desoxirribonucleico) bacteriano,
peptidoglicanos, etc., mediante los receptores tipo Toll (TLRs) de las
células residentes (células epiteliales, fibroblastos), leucocitos y fagocitos
(neutrdéfilos y macréfagos) que se encuentran en el periodonto.® Tras la
activacion de los TLRs se inicia una cascada de sefalizacion intracelular
que lleva a la expresion de citoquinas inflamatorias, migracion leucocitaria

y osteoclastogénesis.®°

En un tejido gingival clinicamente sano, citoquinas proinflamatorias
como IL-1, IL-6 y TNF-a participan en el mantenimiento y renovacion del
tejido periodontal.’® Las citoquinas son proteinas solubles con funcién
autocrina y paracrina que se unen a receptores especificos de las células
diana einician la sefializacion intracelular.®’ En un periodonto sanolalL-1y
el TNF-a generan cambios vasculares e inducen la expresion de proteinas
de adhesion celular. Las células epiteliales también producen IL-8, citoquina
con actividad quimiotactica para polimorfonucleares. En consecuencia, en
el surco periodontal se produce un aumento de las especies reactivas de
oxigenoy enzimas proteoliticas, que son citotoxicos para bacterias, aunque
también lo pueden ser para los tejidos periodontales alterando el tejido
conectivo adyacente al epitelio de unién.’? Ademas de estos mecanismos
inmunitarios innatos, se ha demostrado la participacion de linfocitos T-CD4
y B.?" Los linfocitos T-CD4 producen diversas citoquinas como el Interferén
gamma (IFN-y) o la IL-2 que mejoran la actividad de los macrofagos y
estimulan a los linfocitos B para producir anticuerpos neutralizantes tipo
IgG e IgA® a la vez que RANK-L.** El resultado de este proceso es una
respuesta inmunitaria que controla los microorganismos presentes en
el surco periodontal sin signos clinicos inflamatorios detectables por el

explorador.

Silainflamacidn se cronifica, dafara el tejido del periodonto y producira
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patologia periodontal.®® La progresion de la inflamacion a periodontitis,
supone para el sistema inmune del hospedador un reto diferente a la
mayoria de las condiciones infecciosas, debido a la diversidad, cantidad,
virulencia y disposicion de los periodontopatégenos en una compleja
biopelicula. La presencia de patogenos periodontales es necesaria pero
no suficiente para iniciar los mecanismos que producen la enfermedad
periodontal, la respuesta del hospedador juega un papel importante
tanto en la proteccion como en la destruccion periodontal.®® La respuesta
inmunoinflamatoria en la periodontitis se caracteriza por la infiltracion
de neutréfilos, macréfagos y linfocitos, y por la gran concentracion de
citoquinas, eicosanoides y MMPs.®' Un aumento de TNF-a en el fluido
crevicular y el tejido periodontal dafiado, se relaciona con un aumento de
los niveles de MMPs y RANK-L, y por lo tanto con la destruccion de tejido
conectivo y hueso alveolar. Ademas la TNF-a aumenta la produccion de la
IL-1B e IL-6, citoquinas proinflamatorias asociadas a la migracion celular

inflamatoria y a la osteoclastogénesis.®’

Como proteccion, la respuesta inmunitaria del hospedador incrementa
laproducciéondeIL-10 e IL-4, citoquinas antiinflamatorias que interfieren en
laproduccion de sustancias proinflamatorias,®” *® modulando ladestruccion
del colageno gingival por las MMPs® y disminuyendo la reabsorcion 6sea
al incrementar OPG.'% 10" Recientemente se ha propuesto la participacion
de las células T reguladoras (T-reg) como una proteccion mas del
ambiente periodontal a través de mecanismos similares a los descritos
para las interleuquinas IL-10 e IL-4.79219 Por otra parte, el incremento de
eicosanoides (prostaglandinas y leucotrienos) en la respuesta inflamatoria
también es responsable de inducir la produccion de mediadores con

actividad antiinflamatoria (lipoxinas, resolvinas y protectinas).’®

En conjunto estos mecanismos dependientes del hospedador, van
encaminados a limitar la cantidad de leucocitos, disminuir la vasodilatacion

y lapermeabilidad vascular, limitando la progresion del proceso inflamatorio
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y por consiguiente moderando la progresion de la periodontitis.’®

Elfallodelos mecanismos de proteccion descritosimplicalaprogresion
de la inflamacién causando la pérdida del epitelio de unién en el surco y
reabsorcion 6sea, desarrollando bolsas periodontales y consecuentemente

degenerando en una periodontitis.

La presencia de antigenos bacterianos en la cavidad oral en la
periodontitis es capaz de activar tanto linfocitos T helper 1 (Th1) como
Th2. Los Th1 participan en la inmunidad celular y liberan sustancias
proinflamatorias mientras que los Th2 son responsables de la inmunidad
humoral y se asocian con citoquinas antiinflamatorias.’®® La citoquina
proinflamatoria relacionada con Th1 es el IFN-y, principal citoquina
activadora de la fagocitosis que a su vez se asocia con la produccién de
TNF-a e IL-1.19107 Ademas, el IFN- y estimula la formacién de osteoclastos
y la pérdida 6sea mediante la atraccion quimiotactica de células RANK-L
y la activacion de las células T dirigidas por antigeno.'”” La citoquina
antiinflamatoriarelacionadacon Th2 eslalL-4 que junto alaIL-6 contribuye
a la diferenciacion de las células By a la produccidn de anticuerpos, contra

los componentes de los tejidos periodontales como el colageno.08 109

Posteriormente se han descrito dos nuevas subdivisiones de T-CD4,
denominadas Th17 y T-reg, que presentan un papel antagonista, ya que
los primeros son efectores y los segundos supresores.'® Los linfocitos
Th17 se consideran osteoclastogénicos,'® porque producen IL-17, que
induce la produccion de RANK-L y por lo tanto esta involucrada en la
destruccion 6sea,''" ademas de movilizar a macréfagos y neutroéfilos contra
patégenos intra o extracelulares.’? Las células Th17 también producen
otras interleuquinas como la IL-6 y aumentan los niveles de IL-1B y TNF-
a, amplificando la inflamacién en la lesion periodontal y aumentando la
expresion de MMPs y RANK-L.%¢ Las células T-reg participan como una
proteccion mas del ambiente periodontal incrementando los niveles de

IL-10 que actuan como antiinflamatorio.0 103
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3. Tratamiento periodontal

Todo tratamiento periodontal debe ir encaminado a disminuir la
carga bacteriana presente en la biopelicula. El tratamiento basico de la
periodontitis implica la destruccion mecanica de la biopelicula mediante
raspado y alisado radicular (RAR)®® '3 para obtener una superficie radicular
optima y conseguir una insercion sana.*° El resultado clinico depende de
la destreza del operador, de la respuesta inmunitaria del paciente y de la
higiene oral. Tras el tratamiento basico periodontal y una correcta higiene
oral, se observa una mejoria significativa en los parametros clinicos
que se correlaciona con una reduccion de la inflamacion que permite la
cicatrizacion de los tejidos periodontales.?’ Aunque el RAR sea el método
mas usado para controlar la progresion de la enfermedad periodontal, se
pueden producir recolonizaciones del surco periodontal si el paciente no
mantiene una correcta higiene oral o si se mantienen bolsas periodontales
profundas dificiles de controlar. En estos casos es necesario un tratamiento
de mantenimiento periodontal regular del paciente y el uso de terapias

coadyuvantes al RAR.%3°

4. Terapias coadyuvantes

Sehandesarrollado numerosas estrategias terapéuticas coadyuvantes
al RAR para el tratamiento de la enfermedad periodontal dirigidas todas
ellas a la erradicacion de los patogenos periodontales,'* entre las que se

incluyen:
« Antisépticos en todas sus modalidades: pastas dentifricas,
colutorios'™ y aplicacion en el interior de la bolsa periodontal''®
+ Antibidticos tanto a nivel sistémico''” como local'™®
+ Probidticos sistémicos'® o locales

+ Agentes antiinflamatorios, como los no esteriodeos (AINEs)'?
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+ Inhibidores de interleuquinas, metaloproteinasas y
RANK-L'22

¢ Laser'

+ Terapia fotodinamica (TFD)'*

5. Terapia fotodinamica

El uso de la TFD como agente antimicrobiano no es novedoso. Aunque
se conoce desde hace mas de un siglo los efectos letales del hidrocloruro
de acridina y la luz visible sobre la Paramecia caudatum,* su aplicacion
en el tratamiento de enfermedades infecciosas no se desarroll6 debido
al descubrimiento de los antibioticos. Posteriormente se reintrodujo la
terapia fotodinamica en el tratamiento de lesiones virales'?® y en distintos
procesos infecciosos'?” aunque los avances en el campo de la medicina

han sido muy lentos.

En la actualidad, debido al aumento progresivo de la resistencia a los
antibidticos, se ha renovado el interés por las terapias antimicrobianas
como la TFD. La terapia fotodinamica ademas de no crear resistencias,'?®
es efectiva en la eliminacion de bacterias resistentes a farmacos,'?® sobre
todo de las bacterias Gram positivas.'?” La membrana citoplasmatica de
las bacterias Gram positivas esta rodeada por una capa porosa de acido
lipoteicoico, peptidoglicano que permite que el fotosensibilizante atraviese
la membrana.’® En cambio la membrana externa de las bacterias Gram
negativas forma una barrera eficaz que restringe la penetracion de muchos

fotosensibilizantes.™’

Enelambito odontologicola TFD se ha utilizado paralaesterilizacion de
conductos radiculares,'? como prevencion de la caries,'* en el tratamiento
de la periimplantitis’™* o para tratar la candidiasis oral'?® y ademas esta

siendo usada en el tratamiento de la periodontitis.'3®
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5.1. Fundamento y mecanismo de accion

La TFD como agente antimicrobiano se basa en el concepto de que un
agente fotosensibilizador activado por la luz de una adecuada longitud de
onda en presencia de oxigeno, genera oxigeno singlete y radicales libres
que son citotoxicos para los microorganismos.'? Se utiliza un laser de baja
intensidad de 1-500 milivatios (mw) y 600-1000 nanémetros (nm) junto
con un agente fotosensibilizador en forma de gel topico, como el azul de

toluidina o de metileno,'® que se une a una célula diana.

La fuente de luz estimula al agente fotosensibilizante en un
ambiente rico en oxigeno, lo que origina un estado excitado que, a su
vez, entrega energia a las moléculas de oxigeno presentes en estado
basal, convirtiéndolas en radicales libres y oxigeno singlete toxico, ambos
compuestos inducen daino celular (citotoxicidad) y destruccion selectiva
de las células diana. El fotosensibilizador activado puede reaccionar con

las biomoléculas circundantes por dos vias'" (Figura 1):

1. La primera via produce radicales libres, mediante una reaccion
de transferencia de electrones entre el fotosensibilizador activado y las
moléculas de las células de alrededor. Estos radicales libres interaccionan
con moléculas de oxigeno produciendo especies reactivas del oxigeno
(ROS), como superdxidos, hidroxilos y peréxido de hidrégeno, que dafan la
integridad de las membranas celulares bacterianas causando alteraciones
bioldgicas irreversibles como dano en el ADN por aceleracion de la

apoptosis celular, oxidacion de proteinas y de acidos grasos.'13°

2. Lasegunda via genera oxigeno singlete ('0,). La gran reactividad del
oxigeno singlete le permite interactuar con un gran numero de sustancias
bioldgicas, desencadenando reacciones oxidativas que afectan a las

membranas celulares produciendo efectos letales en las bacterias.’8 13°

Al parecer esta segunda via es mayoritariamente responsable de los

efectos citotoxicos de la TFD. El hecho de que la vida media del oxigeno
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singlete es muy corta, menor de 0,4 milisegundos (ms) y su radio de
accion de 0,02 micrometros (um) muy limitado, repercute en una mayor

selectividad del tratamiento.’
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Figura 1: Esquema del mecanismo de accion de la TFD como agente antimicrobiano.

5.1.1. Agente fotosensibilizador

Los fotosensibilizadores mas empleados son el azul de toluidina
0, el azul de metileno, la eritrosina, la clorina €6 y la hematoporfirina.
Por lo general, el azul de toluidina O y el azul de metileno son los
fotosensibilizadores de referencia en el tratamiento de la periodontitis y
la periimplantitis.’' Ambos colorantes poseen caracteristicas quimicas y
fisicoquimicas similares y han demostrado su seguridad'? y efectividad
en la inactivacion de bacterias periodontales patégenas Gram positivas y

Gram negativas.'?
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5.1.2. Laser

La activacion de fotosensibilizadores se ha realizado mediante el uso
de distintos tipos de laser como fuentes de luz. En este sentido, se han
utilizado el laser de helio-nedn (633 nm), el laser diodo de galio-arsénico-
aluminio (630 a 690 0 830 a 906 nm) y el laser de argon (488 a 514 nm).'!

Son necesarios mas estudios para dilucidar cuales son las
combinaciones optimas de laser (longitud de onda, duracion de la
aplicacion) y fotosensibilizante (concentracion adecuada) para obtener

una mayor efectividad en el tratamiento.

5.2. Terapia fotodinamica y periodontitis

Diversos factores como la susceptibilidad bacteriana o el epitelio
gingival, pueden modificar la efectividad del tratamiento de la TFD en la

periodontitis.

La susceptibilidad a la destruccion de bacterias por la terapia
fotodinamica es diferente entre las especies Gram positivas y Gram negativas.
Las bacterias Gram positivas son mas susceptibles a la fotoinactivacion
que las bacterias Gram negativas debido a la mayor complejidad de su
membrana externa que dificulta el acceso del agente fotosensibilizador a
los sitios diana internos.’* Sin embargo, la susceptibilidad de las bacterias
Gram negativas puede mejorarse bien, modificando la permeabilidad de
su membrana celular, o bien mejorando la captacion selectiva del agente
fotosensibilizante por las bacterias. En el primer caso, la unién del agente
fotosensibilizador a una molécula policationica (poli-L-lisina-cloro,
polimixina B nonapéptido) o el uso conjunto con agentes tensioactivos
como el tris-EDTA (tris-acido atilendiaminotetraacético), desorganiza la
estructura de la membrana celular incrementando su permeabilidad.'#®

Otra posibilidad consiste en la conjugacion del agente fotosensibilizador
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a anticuerpos monoclonales que se unen a antigenos de superficie
celular especificos.® En el segundo caso, la captacion selectiva del
agente fotosensibilizante por las bacterias se puede mejorar mediante la
conjugacion con diversos péptidos. En este sentido, el conjugado de poli-
L-lisina (pL)-cloro e6 destruye la Porphyromonas gingivalis sin afectar la

viabilidad de las células epiteliales.’™’

Otro factor consiste en el propio epitelio del area dentogingival que, si
bien actia como una barrera primaria parala invasion de estimulos nocivos,
también puede actuar como una barrera para la penetracion de los agentes
fotosensibilizadores. Sin embargo, el epitelio del surco muestra una mayor

penetracion debido a su falta de queratinizacion.’®

Respecto a los beneficios que aporta la terapia fotodinamica como
tratamiento coadyuvante en la periodontitis, los resultados descritos en
la actualidad no son concluyentes. En varios ensayos clinicos se describe
que la TFD induce una mejoria de los parametros clinicos de profundidad
de sondaje, nivel de insercion clinica y sangrado al sondaje.'24135149-151 Ep
cambio otros estudios no observan diferencias entre los grupos test y
control.’™#1% En cuanto al impacto de la TFD sobre parametros bacterianos
Theodoro et al.,'®® obtuvieron una disminucion significativa del porcentaje
de sitios positivos para bacterias periodontopatégenas, pero la mayoria
de estudios aleatorios controlados han obtenido resultados negativos al
comparar grupo testy control.’1%-1%8 Por tltimo respecto a los parametros
bioquimicos también existen estudios que han obtenido resultados
favorables en el grupo test' %y otros como el de Goémez et al.’®® que no

obtuvieron diferencias entre los grupos.

En el apartado siguiente se recoge una relacion pormenorizada de los
distintos estudios referentes a la terapia fotodindmica que existen en la
bibliografia cientifica revisada y que guardan una estrecha relacién con el

desarrollo de nuestro estudio.
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6. Antecedentes bibliograficos

Los resultados se han obtenido de las siguientes bases de datos:
EMBASE, MEDLINE y COCHRANE LIBRARY y han sido publicados entre 2001

y 2015 y corresponden a ensayos clinicos aleatorizados y controlados.

Como términos de busqueda se han utilizado:“diodo /aser AND
periodontal therapy” OR “diodo laser AND periodontitis” OR “diodo laser
AND periodontology” OR “photodynamic therapy AND periodontal therapy”
OR “photodynamic therapy AND periodontitis” OR “photodynamic therapy
AND periodontology”.

6.1. Criterios de inclusion

+ Estudios clinicos controlados aleatorizados que comparan la TFD
mas tratamiento periodontal no quirdrgico con RAR.

+ Estudios en humanos mayores de 18 afios, sanos

sistémicamente, no fumadores y que presenten periodontitis crénica.
+ Duracion minima del estudio de 4 semanas.

+ Variable primaria: nivel de insercion clinica.

« Variables secundarias (debia presentar una o mas de estas):
profundidad de sondaje, sangrado al sondaje, recesion clinica, indice

de placa, cambios microbioldgicos y bioquimicos.

6.2. Resultados

El total de estudios identificados fue de 244, se buscaron articulos
potenciales por titulo o resumen. Se excluyeron 132 por no cumplir los
criterios de inclusion y quedaron 112. Al realizar la busqueda del texto

completo se excluyeron 97 estudios y quedaron finalmente 15 (Figura 2).
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TOTAL DE ESTUDIOS POTENCIALES
IDENTIFICADOS EN LA BUSQUEDA n = 244
ELECTRONICA

ESTUDIOS NO INCLUIDOS POR NO
CUMPLIR CON LOS CRITERIOS DE
INCLUSION SEGUN EL TiTULO O
RESUMEN

ESTUDIOS IDENTIFICADOS PARA
UNA BUSQUEDA COMPLETA DE

TEXTO

ESTUDIOS EXCLUIDOS POR NO
g CUMPLIR CON CRITERIOS DE
INCLUSION

NUMEBO FINAL DE ESTUDIOS
INCLUIDOS EN LA REVISION

Figura 2: Diagrama de flujo para la estrategia de la bliisqueda bibliografica.

La tabla 1 recoge las principales caracteristicas de cada estudio
y su resultado en lo referente a la mejoria de los parametros clinicos,
microbioldgicos y bioquimicos para el grupo de estudio que utiliza TFD

como coadyuvante.

6.3. Siglas

* ECA: ensayo controlado * CAL: nivel de insercion clinica
aleatorizado * Cloruro de Tolonio: Azul de

* IHO: instrucciones de higiene toluidina
oral * SAS: sangrado al sondaje

* N longitud de onda * ErYag: acronimo del inglés

* nm: nanodmetro; mw: milivatio erbium-doped yttrium

*  Cloruro de fenazationio: Azul aluminium garnet
de metileno * TSP: terapia de soporte

* PS: profundidad de sondaje periodontal

periodontal * PTF: (potasio-titanilo-fosfato)
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Tabla 1: Revision bibliografica.

AUTOR y ANO n° PACIENTES DURACION DISENO DEL ESTUDIO

ECA: boca partida
YILMAZ et al. (2002)'52 10 32 dias (4 cuadrantes)
1-RAR, 2-TFD, 3-RAR + TFD, 4-IHO

ECA: grupos paralelos

1
ANDERSEN et al. (2007) 33 3 meses 1-TFD, 2-RAR, 3-RAR + TFD
CHRISTODOULIDES et al. (2008)'" 24 6 meses ECA: grupos paralelos
' 1-RAR + TFD, 2-RAR
BRAUN et al. (2008)' 20 3 meses ECA: boca partida

1-RARy 2-RAR + TFD

ECA: grupos paralelos. RAR+ Cloruro
SIGUSCH et al. (2010)™>° 24 3 meses de fenazationio
1- sin laser y 2- con laser

ECA: grupos paralelos.
45 2 meses 1-RAR, 2-RAR + TFD y
3-RAR+ErYAG

GOMEZ et al. (2011)'=®

ECA: boca partida.

THEODORO et al. (2012)'5® 33 6 meses |1-RAR, 2-RAR + Cloruro de tolonio y
3- RAR + TFD.
BERAKDAR et al. (2012)'¢° 22 6 meses ECA: boca partida (2 dientes).
1-RAR y 2-RAR + TFD
CAMPOS et al. (2013)*° ECA: boca partida (TSP)
13 3 meses 1-RARy 2-RAR + TFD
ECA: boca partida
154
DILSIZ et al. (2013) 24 6 meses 1-RAR, 2-RAR + TFD y
3- RAR +PTF
ECA: boca partida.
150
ALWAELI et al. (2013) 16 12 meses 1-RAR, 2-RAR + TFD
155
POURABBAS et al. (2014) »2 S meses ECA: boca partida.
1-RAR, 2-RAR + TFD
ECA: boca partida.
151
FRANCO et al. (2014) 15 3 meses 1-RAR, 2-RAR + TFD
ECA: grupos paralelos.
124
BETSY et al. (2014) 88 6 meses 1-RAR, 2-RAR + TED
CARVALHO et al. (2015)5¢ 34 12meses | ECA: grupos paralelos (TSP).

1-RAR, 2-RAR + TFD




6. Antecedentes bibliograficos

ALY POTENCIA PARAMETROS PARAMETROS PARAMETROS
DEL LASER e CLiNICOS MICROBIOLOGICOS  BIOQUIMICOS
685 nm ..
30 mW Clorun()ecII‘g ufaen::?tlomo NO NS R
(6 aplicaciones) Juag

?ngn‘r:, Cloruro de fenazationio ps,cAL | |

(1 aplicacién) (irrigacion de la bolsa) resto NO
670 nm Cloruro de fenazationio SAS
75mW L NO |  ememeeee

(1 aplicacién) (irrigacion de la bolsa) resto NO
?:gmnw Cloruro de fenazationio ss |\

(1 aplicacién) (irrigacion de la bolsa) recesiones NO

6::317:;2 Cloruro de fenazationio st

(1 aplicacién) (irrigacion de la bolsa) recesiones NO
670 nm NO
200mwW Cloruro de fenazationio NO (cultivo NO

(1 aplicacion) (irrigacion de la bolsa) . I

microbioldgico)

660nm .
30 mwW ] (_:Ioru_r’o de tolonio NO P

(1 aplicacion) (irrigacion de la bolsa)

?;gmnm Cloruro de fenazationio ps | |

(1 aplicacién) (irrigacion de la bolsa) resto NO
6(6103“:?‘: :c(:::::;v Cloruro de fenazationio P I

P (irrigacion de la bolsa)
808 nm
100mwW Cloruro de fenazationio NS I R
(1 aplicacion) (irrigacion de la bolsa)
660 nm Cloruro de fenazationio
100 mW (irrigacion de la bolsa) [ [ I I ——

(1 aplicacion)

638 nm 2 Cloruro de tolonio TNF-a
8-10 J/cm L NO |  eemeeae-

(1 aplicacion) (irrigacion de la bolsa) resto NO
660 m:mGZOmWI Cloruro de fenazationio SAS | res(::(l;i 0
(4 aplicaciones) (irrigacion de la bolsa) resto NO (histologia, PCR)

6515 v|v1 m Cloruro de fenazationio Ps,cAL |

(1 aplicacién) (irrigacion de la bolsa) resto NO

660 nm 40mW | Cloruro de fenazationio NO No | e

(4 aplicaciones)

(irrigacion de la bolsa)
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La heterogeneidad en la metodologia utilizada en cada estudio:
numero de pacientes, duracion y diseno del estudio, parametros del laser
de diodos (longitud de onda y potencia, tipo de agente fotosensibilizante
y nimero de aplicaciones de la TFD), puede ser el motivo por el que los
resultados no sean concluyentes en cuanto a la mejora que pueda aportar

la terapia fotodinamica en el tratamiento de la periodontitis.
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Justificacion y objetivos

El patron de oro del tratamiento basico periodontal, sigue siendo el
raspado y alisado radicular consistente en la eliminacion mecanica de
la placa y del calculo de la superficie dental para obtener una superficie
radicular biolégicamente compatible con una nueva insercion.*° Cuando
los resultados obtenidos no son los deseados, se recurre a la cirugia

periodontal.

Existen tratamientos coadyuvantes que mejoran los resultados
del tratamiento basico periodontal evitando, en ocasiones, la cirugia
periodontal. Aunque el mas extendido es el uso de antibiéticos sistémicos,
la existencia de resistencias y efectos adversos, ha promovido la busqueda

de terapias antimicrobianas alternativas.

A pesar de que una de las terapias alternativas que se plantea en la
actualidad es la terapia fotodinamica, no hay un acuerdo sobre cuales son
las caracteristicas técnicas (agente fotosensibilizante a utilizar y en qué
concentracion; caracteristicas del laser y eleccion de la longitud de onda
o el tiempo de aplicacion) que conduzcan a una mayor efectividad en el
tratamiento. Como consecuencia, los resultados obtenidos en distintos
estudios no presentan homogeneidad. Por lo tanto son necesarios
mas estudios que verifiquen la utilidad de la TFD como un tratamiento

coadyuvante efectivo, que obtenga beneficios adicionales significativos.

En este sentido se ha planteado como objetivo general de este trabajo
el estudio del efecto adicional de la terapia fotodinamica en el tratamiento
basico de la periodontitis cronica. Los objetivos concretos que hemos

planteado son los siguientes:

1. Evaluar los cambios que se producen en los parametros clinicos

periodontales.

1.1. indice de placa
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1.2. Profundidad de sondaje

1.3. Recesion clinica

1.4. Nivel de insercion clinica

1.5. Sangrado al sondaje

1.6. Grado de movilidad dental

1.7. Grado de afectacion de la furca
1.8. Volumen de fluido crevicular

2. Evaluar los cambios que se producen en la expresion génica de

bacterias periodontopatogenas.
2.1. Aggregatibacter actinomycetemcomitans
(A. actinomycetemcomitans)
2.2. Porphyromonas gingivalis (P gingivalis)
2.3. Tannerella forsythia (T. forsythia)
2.4. Treponema denticola (T. denticola)
2.5. Prevotella intermedia (R intermedia)
2.6. Campylobacter rectus (C. rectus)

3. Evaluar los cambios que se producen en los parametros

bioquimicos.

3.1. Sustancias proinflamatorias:
3.1.1.1L-1B
3.1.2.1L-6
3.1.3. TNF-a

3.2. Sustancias reguladoras del metabolismo dseo:
3.2.1. RANK-L
3.2.2. OPG
3.2.3. Cociente RANK-L / OPG
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1. Poblacion de estudio

Este estudio se realizo mediante la toma de parametros clinicos
periodontales y de muestras de fluido crevicular procedentes de pacientes
odontoldgicos reclutados en el servicio de Periodoncia de la Clinica
Odontoldgica “Fundacion Lluis Alcanyis" de la Universidad de Valencia
durante el periodo comprendido entre septiembre 2011 y diciembre 2012.
El estudio finalizd en julio 2013. Los pacientes fueron diagnosticados
de periodontitis cronica moderada-avanzada'? y cumplieron con los
criterios de inclusion y exclusion (Clinical-Trials.gov ID: NCT01532674). El
protocolo se realizé en completo acuerdo con los principios fundamentales
establecidos en la Declaracion de Helsinki de 1975, en el Convenio del
Consejo de Europa relativo a los derechos humanos y cumple los requisitos
establecidos en la legislacion espafiola en el ambito de la investigacion
biomédica, la proteccion de datos de caracter personal y la bioética. Este
protocolo (VAL-11-01) fue revisado y aprobado por el Comité Etico de

Investigacion con muestras humanas de la Universidad de Valencia.

De un total de 60 pacientes, 40 diagnosticados con periodontitis
cronica moderada-avanzada fueron divididos en dos grupos de estudio de
20individuos segun el tratamiento al que iban a ser sometidos. El grupo RAR
correspondia a 20 pacientes con periodontitis cronica moderada-avanzada
generalizada que recibirian el tratamiento periodontal basico consistente
en raspado y alisado radicular. El grupo RAR+TFD correspondia a los otros
20 pacientes con periodontitis crénica moderada-avanzada generalizada
querecibirian el tratamiento periodontal basico mas la aplicacion de terapia
fotodinamica. La figura 3 recoge el diagrama de flujo a través de las fases
del estudio. Los 20 restantes correspondian a individuos sanos sistémica
y periodontalmente, reclutados en el mismo servicio en el transcurso de

una revision periodontal rutinaria. Este grupo se ha considerado como
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grupo control. El disefo del proyecto corresponde a un estudio controlado

aleatorizado simple ciego y cuenta con el consentimiento informado de

todos los pacientes que intervinieron.

EVALUADOS PARA SELECCION n=40

ALEATORIZADOS

RAR

Asignados a la intervencion (n =20 )

. Recibieron intervencion asignada (n =20)

. No recibieron la intervencion asignada
(n=0)

Pérdida de seguimiento (n = 1)

*  Deja de acudir a citas

Interrumpen la intervencion (n= 1)

*  Recibio tratamiento con amoxicilina-acido
clavulanico por extraccion del 1.6

Analizados (n = 18)
. Excluidos del analisis (n = 0)

I
RAR+TFD

l

Asignados a la intervencion (n =20 )

. Recibieron intervencion asignada (n =20)

. No recibieron la intervencion asignada
(n=0)

Pérdida de seguimiento (n = 0)
Interrumpen la intervencién (n = 1)
*  Recibio amoxicilina por bronquitis

Analizados (n = 19)
. Excluidos del analisis (n = 0)

Figura 3: Diagrama de flujo a través de las fases del estudio.

2. Criterios de inclusion y exclusion

Los datos de los criterios de inclusion y exclusion se obtuvieron de la

historia médicay bucal del paciente asi como de la exploracion periodontal.



2. Criterios de inclusion y exclusion

Todos los pacientes se sometieron a un estudio radiologico previo al
tratamiento para determinar la existencia de pérdida dsea presente en
la periodontitis y el patron de pérdida caracteristico de la periodontitis
cronica.'®' La exploracion radioldgica se realizd como método auxiliar al

examen clinico y no como sustitutivo de este.
Se consideraron como criterios de inclusion:

1. Paciente adulto diagnosticado de periodontitis cronica moderada
0 avanzada basado en el “Sistema de Clasificacion de Enfermedades y
Condiciones Periodontales".'? El paciente debia presentar una afectacion
periodontal de al menos el 30% y una pérdida de insercion clinica igual o

superior a tres mm (moderada = tres-cuatro mm, avanzada = cinco mm).

2. Paciente concuatroomasbolsas periodontales conunaprofundidad
de sondaje = cinco mm y sangrado al sondaje en al menos dos cuadrantes

de la boca.

3. Paciente con al menos 18 dientes totalmente erupcionados y con
un minimo de tres dientes en cada cuadrante, de los cuales al menos uno

ha de ser un diente posterior.

4. Paciente dispuesto a sequir las directrices del estudio y que

adquiriera el compromiso de la continuidad del tratamiento.
Se consideraron como criterios de exclusion:
1. Paciente embarazada o en periodo de lactancia.
2. Paciente fumador.

3. Paciente con enfermedades tumorales o cronicas con

manifestaciones concomitantes orales que pudieran interferir en el estudio.

4. Paciente con medicaciéon pautada que pudiera interferir con la

evaluacion.

5. Paciente que presentase enfermedades bucales como absceso
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periapical activo, absceso periodontal o historia de gingivitis necrosante

aguda ulcerativa entre otras.

6. Paciente sometido a antibioticoterapia en los tres meses previos al
estudio o durante el mismo, medicacion fotosensibilizante, antisépticos o

terapia anticoagulante.

7. Paciente con alergia a los componentes utilizados en los

tratamientos.

8. Paciente que haya recibido tratamiento periodontal en los ultimos

seis meses.

9. Paciente con indice de placa de Lée y Silness (cédigo dos), en mas

de un 30 % de los dientes.¢?

3. Protocolo de estudio

El protocolo de estudio que se establecié constaba de ocho visitas
para cada paciente periodontal, distribuidas a lo largo de un periodo de
175 dias. Los pacientes requerian de tratamiento periodontal basico que
se les realizaba mediante raspado y alisado radicular. En las visitas en
las que el paciente recibia terapia fotodinamica, se aplicaba siguiendo
las instrucciones del fabricante (Periowave™ HHL-1000 Handheld
Photodisinfection system, Ondine Biomedical Inc.). El cronograma que se

siguid se describe a continuacion.

Visita 1: Visita Pre-screening (-30 dias antes del tratamiento)

Una vez recogidos los datos demograficos y de la historia clinica
del paciente, se realizaba la exploracion periodontal y se analizaba el
cumplimiento de los criterios de inclusiéon en el estudio. Tras informar

detalladamente al paciente y la obtencion del consentimiento informado,



3. Protocolo de estudio

el paciente quedaba incluido en el estudio. La exploracion periodontal
se realizaba mediante la elaboracion de un periodontograma, en el que
se recogian datos de: dientes perdidos, indice de placa, profundidad de
sondaje, recesion clinica, nivel de insercion clinica, sangrado al sondaje,
grado de afectacién de furcas, dientes con movilidad, frémito y dientes
pilares para protesis removible o fija. Se completaba con un examen
oral de tejidos blandos, presencia de restos radiculares, quistes y otras

alteraciones.

Visita 2: Visita screening (-1 semana +/- 3 dias antes del tratamiento)

Se realizaba la exploracién radioldgica para valorar la perdida de
insercion 6sea, completando con ello el diagndstico de periodontitis cronica
moderada-avanzada. Puesto que el estudio se planteaba como un simple

ciego, en esta visita se repetia el periodontograma por el examinador ciego.

Visita 3: Visita del primer tratamiento periodontal (RAR del 1¢ y 4°

cuadrante, Semana 0)

Se realizaba la toma de muestras de fluido crevicular de los cuatro
cuadrantes antes del inicio del tratamiento. A continuacidn y tras anestesia
local, se realizaba el primer tratamiento periodontal consistente en el
raspado y alisado radicular de dos cuadrantes (primero y cuarto) en todos
los pacientes con periodontitis. Los pacientes recibian instrucciones sobre

la técnica de cepillado y el uso de medidas de higiene interproximal.

Visita 4: Visita del segundo tratamiento periodontal (RAR del 2° y 3¢

cuadrante, Semana 0+24 horas) y aleatorizacion simple

Se continuaba con el tratamiento de raspado y alisado radicular de los

otros dos cuadrantes (segundo y tercero) y se reforzaban las instrucciones
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para mantener una higiene oral 6ptima. Personal externo al estudio llevaba
a cabo la aleatorizacion del paciente asignandole el grupo de tratamiento
(RAR, o RAR+TFD). Si el paciente entraba en el grupo RAR, se le citaba a
las cinco semanas para la evaluacion del tratamiento. Si el paciente queda
incluido en el grupo RAR+TFD, se le citaba a la semana siguiente para
recibir el tratamiento coadyuvante de TFD y posteriormente a las cinco

semanas para evaluar el tratamiento.

Visita 5: TFD-1 (Semana 1 +/- 3 dias)

Esta visita la recibian unicamente los pacientes del grupo RAR+TFD.
Se procedia al tratamiento con TFD durante 60 segundos en cada una
de las bolsas periodontales que, segun el periodontograma realizado en
la segunda visita, presentaban una profundidad de sondaje = cinco mm

conjuntamente con sangrado.

Visita 6: Evaluacion del tratamiento + TFD-2 (Semana 5 +/- 7 dias)

Se procedia a la obtencion de las muestras de fluido crevicular en
las mismas localizaciones donde se tomaron las primeras (visita 3). A
continuacion se realizaba un periodontograma de seguimiento por el
explorador ciego. A los pacientes del grupo RAR+TFD, se les aplicaba la
segunda sesion de TFD (60 segundos por bolsa periodontal que presentaba
una profundidad de sondaje = a 5 mm con o sin sangrado). En el caso de
que existiera sangrado en las bolsas periodontales, la segunda sesién de
TFD se posponia un periodo que oscilaba entre uno y siete dias puesto que
el sangrado disminuye la eficacia del tratamiento de la TFD al desplazar
el agente fotosensibilizante fuera de la bolsa periodontal. A los pacientes
del grupo RAR no se les realizaba ninguna maniobra. En todos los casos
se reforzaban las instrucciones a los pacientes para mantener una higiene

oral 6ptima.
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Visita 7: Terapia periodontal de soporte +TFD-3(Semana 13 +/- 10 dias)

Se procedia de nuevo a la toma de muestras de fluido creviculary a la
realizacion de un nuevo periodontograma de seguimiento por el examinador
ciego. En este caso se realizaba la terapia periodontal de soporte para los
pacientes del grupo RAR o terapia periodontal de soporte conjuntamente
con terapia fotodinamica (60 segundos por bolsa periodontal que
presentaba una profundidad de sondaje = a 5 mm con o sin sangrado),
para pacientes del grupo RAR+TFD. De nuevo, para todos los pacientes se

reforzaban las instrucciones para mantener una higiene oral 6ptima.

Visita 8: Terapia periodontal de soporte (Semana 25 +/- 10 dias)

Se procedia de igual forma que la descrita en la visita siete pero no se

aplicaba el tratamiento de TFD.

La figura 4 recoge un cronograma del protocolo de actuacion.

VISITA 1 VISITA 2 VISITA3 VISITA4 VISITAS VISITA 6 VISITA7 VISITA 8
-30 dias -1 semana semana 0 24 h semanal semanab semana 13 semana 25
Visita RAR TFD | Terapia
Pre-screening periodontal de
Visita RAR Evaluacién del ~ soporte (+TFD) Terapia
Screening + tratamiento periodontal de
aleatorizacion (+TFD) soporte

Figura 4: Cronograma.
Sujetos control (Sanos)

Paralelamente se realizo un estudio en pacientes sanos
sistémicamente que no presentaban signos periodontales patoldgicos.
Se tomaron muestras de fluido crevicular para la determinaciéon de las

variables bioquimicas y microbioldgicas, en una sola ocasion.
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Calibracion del examinador y cegamiento

Todos los parametros clinicos se recogieron por un unico examinador,
calibrado y ciego al tipo de tratamiento recibido por el paciente. La
calibracion se llevo a cabo en dos sesiones separadas 24 horas sobre cinco
pacientes no relacionados con el estudio. En estas visitas se duplicaron
mediciones de nivel de insercidn clinica, profundidad de sondaje, sangrado
al sondaje, recesion clinica e indice de placa. La calibracion fue aceptada
si el porcentaje de coincidencias entre las mediciones tomadas al inicioy a
las 24 horas era mayor del 95% con un margen de error en las mediciones

lineales de +1 mm.

4. Metodologia del tratamiento periodontal

4.1. Raspado y alisado radicular

El raspado y alisado radicular es una maniobra que se realiza para
la eliminacion de la placa y del calculo supra y subgingival. Se realiza
mediante el uso conjunto de ultrasonidos y curetas. Un unico operador
(independiente del explorador ciego) realizaba el RAR a todos los
pacientes con independencia del grupo en el que iban a ser incluidos.
Cada procedimiento se llevaba a cabo bajo anestesia local Ultracain®
(Articaina hidrocloruro con epinefrina 40/0,01 miligramos/mililitros (mg/

ml), Normon®, Madrid, Espaia).
Los materiales utilizados fueron:
+ SONICflex 2003°® / L y punta universal del n° 5 (Madrid, Espafia).
« Cureta Gracey #1/2, 7/8, 11/12 y 13/14, mango #6 (Hu-Friedry®,

Roterdam, Paises Bajos).

« Cureta Vision Curvette #1/2 mango #6 (Hu-Friedry®, Roterdam,

Paises Bajos).
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+ Cureta Columbia #13/14 mango #6 (Hu-Friedry®, Roterdam, Paises
Bajos).

La sesion terminaba tan pronto como el operador consideraba que
habia eliminado todo el calculo y placa supra y subgingival, en base a la
exploracion de la superficie radicular con sonda periodontal y vision directa

y/o indirecta previo secado de la zona.

4.2. Instrucciones en higiene oral

Todos los pacientes fueron instruidos en el correcto cepillado de los
dientes con un cepillo manual (Vitis® medio, Dentaid, Espafa) utilizando la
técnica vertical o del rojo al blanco,'®® y en la higiene interdental utilizando
cepillos interdentales (Interprox®, Dentaid, Espaia) adecuados para el
tamano de las troneras de cada paciente. En todas las visitas se reforzaban

estas instrucciones.

4.3 Terapia fotodinamica

El agente fotosensibilizador utilizado ha sido a base de cloruro de
fenazationio (Periowave™, Vancouver, Canada). El producto se aplicaba
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La aplicacion del
fotosensibilizador se realizaba utilizando una aguja roma sobre el fondo
de la bolsa periodontal, realizando movimientos circulares para cubrir
todo el perimetro de la bolsa periodontal. El laser se aplicaba mediante
una punta flexible de 8.5 mm de longitud y 60 grados de curvatura durante
60 segundos en cada bolsa periodontal. Tras la aplicacion, el exceso de
agente fotosensibilizante se eliminaba mediante irrigacién con agua. El
tratamiento se aplicaba en los pacientes del grupo RAR+TFD en las visitas

5,6y 7 segun se ha descrito en el procedimiento.
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Los materiales utilizados fueron:

+ Agente fotosensibilizador: 3,7-Bis (dimetil-amino) cloruro de
trihidrato de fenazationio (azul de metileno) al 0,005%, suspendido en
una solucion tampon fosfato, con hidroximetilcelulosa como agente
de viscosidad mucoadhesivo (Kit de tratamiento Periowave™, Ondine

Biomedical Inc., Vancouver, Canada).

+ Laser de diodo (Periowave™, Ondine Biomedical Inc., Vancouver,
Canada), con una longitud de onda de 670 nm y una potencia maxima de
150 mW.

5. Toma de muestras del fluido crevicular

Serealizaba a partir de la tercera cita. Se tomaban cuatro muestras de
fluido crevicular, siempre en las mismas localizaciones. Las muestras se
tomaban del interior de las bolsas periodontales y se conservaban a -80°C
(grados centigrados) hasta ser procesadas para su valoracion. La eleccion
de la bolsa era un proceso importante. Se elegia la bolsa periodontal mas
profunda de cada cuadrante (siempre que la profundidad de sondaje era =
a cinco mm y estaba acompanada de sangrado al sondaje en la visita de
screening). Si no existian bolsas periodontales de estas caracteristicas en
un cuadrante, se elegian en otro cuadrante. Por ultimo, si existian varias
bolsas periodontales de la misma profundidad maxima en un mismo
cuadrante, elegiamos una al azar (mediante el programa Custom Random
Number Generator). La toma de muestras correspondientes al grupo
control se tomaban en el surco clinicamente sano. En este caso, la toma
de muestras era Unica y se realizaba en dos localizaciones de dos dientes
anteriores (disto-vestibular del 1.2 y del 2.2) y de dos dientes posteriores

multirradiculares (mesio-vestibular del 1.6 y del 2.6).

La primera maniobra consistia en eliminar la placa y el sarro con

ayuda de una cureta estéril (Columbia #13/14, Hu-Friedry®). Se aislaba
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la bolsa periodontal y se protegia con rollitos de algodon para evitar la

contaminacion por saliva.

La segunda maniobra variaba ligeramente dependiendo de que el
destino de la muestra fuera para la determinacion de la expresion génica
de bacterias mediante el ensayo de reaccion en cadena de la polimerasa en
tiempo real (RT-PCR) o para la determinacion de parametros bioquimicos
mediante ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA). En el
primer caso la toma de muestras se realizaba mediante la insercion de una
punta de papel de endodoncia estéril del n® 30 durante un tiempo de 10
segundos antes de su retirada. En el segundo caso se insertaba una tira
de papel estéril (Periopaper®) cuidadosamente hasta el fondo de la bolsa.
El Periopaper® absorbia el fluido crevicular durante 30 segundos tras los
cuales se procedia a su retirada. Una vez obtenida la muestra, se media
el volumen de fluido crevicular en el Periotron 8000®, posteriormente se
calculaba el volumen en microlitros (ul) mediante el Sofware Periotron

profesional.

Con independencia del destino de la muestra, se descartaba si salia
manchada de sangre o placa bacteriana, en cuyo caso se repetia la

maniobra.

Una vez obtenidas, colocdbamos las muestras en Eppendorff®
estériles y las conservabamos en frio (-80°C) hasta su procesamiento en

el laboratorio.

Materiales para la toma de muestras
« Puntas de papel n° 30 (Dentsply®, Madrid, Espaia).

+ Periopaper strips®: tiras de papel para recoger muestras de
fluido crevicular de 0,1-2ml (Oraflow®, Nueva York, Estados Unidos

de América).

»  Periotron 8000®: micro-medidor de humedad electronico
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para valorar el fluido crevicular (Oraflow®, Nueva York, Estados Unidos

de América).

+ Periotron profesional: Sofware disefado para pasar los valores
dados por el Periotron 8000° a pl (Oraflow®, Nueva York, USA).

+ Viales de reaccioén 1,5 ml (Ependorff ®, Madrid, Espaia).

6. Variables del estudio

El estudio se planteaba desde tres puntos de vista. El primero consistia
en la caracterizacion de los parametros clinicos que definen la periodontitis.
La segunda variable del estudio se centraba en la determinacion de la
expresion génica de bacterias que potencialmente estan relacionadas
con la periodontitis. Y por ultimo y puesto que la periodontitis es un
proceso inmuno-inflamatorio, se determinaron los niveles de marcadores
proinflamatorios en el fluido crevicular. Ademas, puesto que la periodontitis
conlleva la perdida de insercion 6sea, se han determinado los niveles de
RANK-L y OPG como marcadores del metabolismo 6seo. La determinacion
de las concentraciones de sustancias proinflamatorias y de los marcadores

del metabolismo dseo, constituian la tercera de las variables en estudio.

6.1. Parametros clinicos periodontales y exploracion
radiografica

La determinacion de los parametros clinicos periodontales se
realizaba mediante sondas periodontales. Las mediciones se realizaban
en seis puntos (disto-vestibular, medio-vestibular, mesio-vestibular, disto-

palatino, medio-palatino y mesio-palatino) de cada diente.
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Los parametros clinicos estudiados fueron:
+ [ndice de placa

+ Profundidad de sondaje

+ Recesion clinica

* Nivel de insercion clinica

+ Sangrado al sondaje

+ Grado de movilidad dental

+ Grado de afectacion de la furca

* Volumen de fluido crevicular

La sonda utilizada para el estudio fue la de Williams PQ-OW 208 396,
Hu-Friedy® (Roterdam, Paises Bajos) excepto para la medicion del grado
de afectacion de la furca que se utilizo6 la sonda de Nabers #2N mango
#7 Qulix 3-6-9-12 mm (Hu-Friedry®, Réterdam, Paises Bajos). La presion
ejercida para el sondaje era de aproximadamente 20 gramos y corresponde
a la presion que se ejerce cuando se deja la sonda apoyada por su propio
peso sobre una superficie. El nivel de insercion clinica fue considerada la

variable primaria. El resto, se consideraron como variables secundarias.

indice de placa:'®* Mide el grosor de la placa bacteriana depositada
sobre la superficie del borde gingival de todos los dientes presentes en la

boca. La puntuacion de la placa se califica segun la escala:
* 0: Sin placa en la zona gingival.

* 1: Una pelicula de placa adherida al margen gingival libre y el area
adyacente al diente. La placa puede ser vista /n situ solo después de la
aplicacion de un revelador o mediante el uso de la sonda sobre la superficie

del diente.
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* 2: Acumulacion moderada de depodsitos blandos en la bolsa
periodontal, en el diente o en el margen gingival, que pueden ser apreciados

a simple vista.

* 3: Abundancia de materia blanda, gruesa de uno a dos mm dentro

de la bolsa periodontal y / o sobre el diente y el margen gingival.

Profundidad de sondaje: se define como la distancia en milimetros

entre el margen gingival y el fondo de la bolsa periodontal.

Recesion clinica: se define como el desplazamiento apical del margen
gingival con respecto al limite amelocementario, dejando la superficie
radicular expuesta. Los resultados se expresan en mm entre la linea amelo-

cementaria y el margen gingival.

Nivel de insercion clinica: se define como la distancia en milimetros

entre la linea amelo-cementaria y el fondo de la bolsa o surco.

Sangrado al sondaje: Se calcula en base a las puntuaciones de la
escala de full mouth bleeding score (FMBS).'®® Después de comprobar
la profundidad de los sondajes, se mide el sangrado asignando un valor
de cero cuando habia ausencia de sangrado y de uno en presencia de

sangrado, después de 30 segundos tras haber realizado el sondaje.

Grado de movilidad dental: Considera el desplazamiento del diente
a nivel de la corona producido por pérdida de insercion y/o por trauma
oclusal. La maniobra se realiza con la ayuda de dos instrumentos de
extremos romos apoyados en la cara vestibular y lingual de cada diente
presionando, primero en una direccion y luego en direccion contraria.'® El

grado de movilidad dental corresponde a:
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* Grado 0: Movilidad fisiologica, el diente se mueve dentro del alveolo

alrededor de 0,1-0,2 mm en sentido horizontal.

* Grado I: Aumento de la movilidad del diente de hasta un mm de

recorrido en direccion horizontal

* Grado Il: Aumento de la movilidad del diente mayor de un mm de

recorrido en direccion horizontal

¢ Grado Ill: Movilidad excesiva tanto en direccion horizontal como

vertical.

Grado de afectacion de furca: Es un parametro que clasificalas lesiones
de la furca cuantitativamente segun el grado de afectacion del hueso furcal

en dientes multirradiculares.®”

* Grado I: El nivel de pérdida dsea permite la insercion de la sonda
periodontal de Nabers en la concavidad del tronco radicular. El defecto de

furca es inferior a tres mm en sentido horizontal.

* Grado llI: El nivel de pérdida 6sea permite la insercion de una sonda
periodontal de Nabers en la zona de la bifurcacion entre las raices. El
defecto de furca es al menos de tres mm en sentido horizontal (en general
supera la mitad del espesor vestibulo-lingual del diente) pero hay todavia

algo de hueso interradicular unido en el angulo de la bifurcacion.

* Grado llI: El nivel de pérdida de masa 6sea permite atravesar con
la sonda de Nabers la furca en su totalidad (de vestibular a lingual en los
molares inferiores y de vestibular a mesio-palatino y disto-palatino en los
molares superiores). El defecto abarca toda la anchura del diente, no existe

hueso unido al angulo de la furcacion.
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Volumen de fluido crevicular: La determinacion se realizaba mediante
el Periotron 8000°, de la forma descrita en el apartado de toma de muestras.
En resumen, tras el calibrado del Periopaper®, se depositaba en la bolsa
periodontal para la absorcion del fluido crevicular durante 30 segundos
tras los cuales se procedia a su retirada. Esta operacion se realizaba en
las visitas 3, 6, 7 y 8. Una vez obtenida la muestra, se media el volumen
de fluido crevicular en el Periotron 8000® un dispositivo electrénico que
cuantifica el volumen de fluido de las tiras Periopaper®, que se utilizaban
para el posterior analisis de las muestras bioquimicas. Previamente a
la medida dicho equipo debe calibrarse con volumenes conocidos de
fluido,'®® para obtener una relacion entre volumen y unidad Periotron. Las
dos platinas metalicas de este dispositivo son sensibles a las tiras de papel
impregnadas de fluido crevicular y segun el volumen de fluido transfieren
diferente intensidad de corriente eléctrica. Si se coloca una tira seca se
registra cero en la lectura numérica, por el contrario, una tira impregnada
aumenta la capacitancia proporcionalmente al volumen del fluido, que se
reflejara con elevadas unidades Periotron. Unidades que podemos pasar a
pl gracias a la calibracion de volumenes conocidos que hemos realizado
al inicio del estudio. Ademas este método de medida, no afecta al volumen
ni a la composicion de la muestra del fluido crevicular, que se analizaban

posteriormente en el laboratorio.'®®

El valor proporcionado por el instrumento son unidades Periotron que
se transforman a pl mediante la aplicacion de la siguiente formula obtenida

a partir de la calibracion del dispositivo:
=-19,44 + 276,515V - 184,717 V2 + 64,349 V?
P = unidades Periotron

V = volumen (ul)
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Exploracion radiografica

La exploracion radiografica se realizaba para determinar el grado de
pérdida 6sea inherente a la periodontitis.’ Consiste en la obtencion de una
serie completa de 18 radiografias de las cuales 14 eran periapicales de
incisivos, caninos, premolares y molares de cada cuadrante y las cuatro
restantes aletas verticales de mordida de premolares y molares. Se utilizaba
una técnica paralelizada mediante 0-Ring® (Densplay, Madrid, Espaia) y
un equipo de rayos X intraoral (sistema Durr dental®, Bietigheim-Bissingen,

Alemania) con placas de fésforo digitales (E-wood®, Haigol-Dong, Corea).

En el grupo control sano soélo se realizaban dos aletas de mordidas

horizontales para confirmar la ausencia de pérdida de dsea.

6.2. Variables microbiologicas

El estudio de las variables microbioldgicas se realizaba en el fluido
crevicular, determinando los niveles de expresion génica de bacterias
implicadas en la periodontitis cronica. La determinacion se realiza mediante
RT-PCR. Las bacterias a analizar han sido A. actinomycetemcomitans, P

gingivalis, T. forshytia, T. denticola, R intermedia y C. rectus.

6.2.1 Fundamento

La técnica se desarrolla en varias fases. La primera consiste en
la extraccion del ADN de las distintas bacterias. Tras cuantificar la
concentraciony comprobar la calidad del ADN extraido, se pasa a amplificar

el ADN bacteriano mediante la técnica de PCR en tiempo real.
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Extraccion y cuantificacion de ADN bacteriano

Las muestras se obtuvieron siguiendo el método descrito en el
apartado 5. Las puntas conteniendo el fluido crevicular se sumergieron
en 200 ml de tampdn fosfato salino (PBS) durante 24 h a 4°C hasta su

utilizacion para la extraccion de ADN.

La extraccion de ADN total bacteriano se realizé utilizando el High Pure
PCR Template Preparation Kit (Roche-applied-science®, Alemania). A las
muestras obtenidas se anadieron 5 ml de lisozima durante 15 minutos a
37°C. Transcurrido este tiempo, se afiadieron 200 ml de tampdn de uniony
40 ml de proteinasa K (reconstituida), se mezclé con la ayuda de un vortex
y se incubaron durante 10 minutos a 70°C. Posteriormente se afnadieron
100 ml de isopropanol y se mezcldé por pipeteo. La mezcla obtenida se
trasvasa al tubo de filtro para su centrifugacion a 8000 x g durante un
minuto. Se anaden 500 ml de tampdn para eliminar el inhibidor y se vuelve
a centrifugar durante un minuto a 8000 x g. Para el lavado, se anaden 500
ml de tampon de lavado y se centrifuga durante un minuto a 8000 x g.
El lavado se repite dos veces. Para extraer el ADN, se adiciona 50 ml de
tampon de elucion previamente calentado a 70°C y se centrifuga durante
un minuto a 8000 x g. EI ADN total extraido se almacena en un Eppendorf ®

para su posterior analisis.

Calidad y cuantificacion de ADN

La calidad y concentracion del ADN total extraido se determind por
espectofotometria utilizando el Nanodrop 2000® y su respectivo software
(Thermo Scientific®, Estados Unidos de América). Tras el calibrado, se
anaden 2 pl de cada muestra en el lector y el software determina la calidad
(rango 260/208) y concentracion en nanogramos (ng)/ul de ADN en cada

una de las muestras.
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Amplificacion del ADN mediante reaccion en cadena de la polimerasa en

tiempo real

Lareaccion en cadenade la polimerasa es actualmente el método mas
sensible para detectar niveles de ADN de cualquier origen. Se basa en la
amplificacion exponencial de una secuencia de ADN conocida.' " La PCR
utiliza dos fragmentos cortos de ADN (oligonucleétidos) como cebadores
de la sintesis. Estos cebadores o primers se unen especificamente a
secuencias que flanquean la region a amplificar, uno en cada una de las
cadenas de ADN. El proceso basico se desarrolla en tres pasos que se

repiten:

* Desnaturalizacion: consiste en la separacion de las cadenas
complementarias del ADN. La temperatura a la cual se alcanza la
desnaturalizacion depende de la composicion de las bases de la doble
hélice y es mayor cuanto mayor es el nimero de pares de bases del tipo

G-C (guanina-citosina) que contenga la molécula.'

* Union o annealing de los cebadores o primers especificos a sus
secuencias complementarias. La temperatura a la que transcurre (de 40 a
60°C) es especifica de la secuencia y longitud del cebador y se determina

experimentalmente.

* Extension: sintesis de la hebra complementaria a partir del primer
respectivo (de 70 a 75°C). La sintesis de la hebra complementaria se realiza
adicionando al extremo 3'OH (grupo hidroxilo) los desoxinucleétidos libres
disponibles en la mezcla de reaccion dATP (d adenosin trifosfato), dTTP
(d timidina trifosfato), dCTP (d citidina trifosfato) y dGTP (d guanosina
trifosfato), de tal forma que el crecimiento de la nueva hebra se realiza en

sentido 5' —> 3'.

La repeticion de este ciclo un determinado niumero de veces produce
un aumento exponencial de la cantidad de la region diana de ADN, que

viene dado por la expresién 2n (siendo n el nimero de ciclos) hasta que se
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llega a un punto en que la reaccion deja de ser exponencial.

El principio basico de la RT-PCR es la deteccion de los productos
de la PCR mediante la generacion de senales fluorescentes. La senal de
fluorescencia en nuestro trabajo fue generada por unos fluoréforos que
se encuentran unidos a sondas de hibridaciéon, denominadas sistema
SBYR Green Master (Roche-applied-science®, Alemania). La fluorescencia
emitida es capturadaenlaetapade extensionde cadacicloy es proporcional
al nimero de copias de ADN de doble cadena obtenidas en cada ciclo de
la PCR.

El sistema SYBR Green'” incorpora a la reaccion de PCR un
oligonucledtido especifico que hibrida en unaregion interna del producto de
la PCR (secuencia diana). Esta sonda se localiza en una region intermedia
entre el forward primery el reverse primer, e incorpora en el extremo 5' un
fluoréforo donante que emite fluorescencia al ser excitado y en el extremo
3' un apagador o que absorbe la fluorescencia liberada por el donante.
Para que se absorba la fluorescencia emitida por el donante, las moléculas
donante y aceptora deben estar muy préximas, ademas de solaparse
el espectro de emision de la primera con el espectro de absorcion de la
segunda, dando como resultado una baja senal de fluorescencia. Mientras
la sonda esta intacta, la fluorescencia emitida por el donante es absorbida
por el aceptor. Sin embargo, durante la amplificacion del ADN diana, el
desplazamiento a lo largo de la cadena de la ADN polimerasa, que tiene
actividad 5' exonucleasa, hidroliza el extremo libre 5' de la sonda que ha
hibridado con su cadena complementaria, produciéndose la liberacion
del fluor6foro donante. Como donante y aceptor estan ahora alejados, la
fluorescencia emitida por el primero ya no es absorbida por el aceptor y es
captada por el lector. Este proceso ocurre en cada ciclo y no interfiere con

la acumulacion exponencial del producto de amplificacion.
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6.2.2. Condiciones experimentales

La PCR en tiempo real se realiza en el termociclador 7900HT Fast Rea/-
Time PCR System® (Applied Biosystems®, Estados Unidos de América)
cuyo lector de fluorescencia detecta la fluorescencia emitida en cada uno
de los viales donde se realiza la amplificaciéon. Se han usado cebadores
especificos (TIB MOLBIOL®, Alemania) de longitud entre 18-27 pares de
bases marcadas con el SYBR Green (Roche-applied-science® Alemania)
para la cuantificacion de la expresion génica de las diferentes bacterias
(Tabla 2).

Tabla 2: Secuencia de cebadores reverse y forward utilizados para cada

bacteria.
Bacteria Cebador Reverse Cebador Forward
P, gingivalis TGTAGATGACTGAAAACC ACGTCATCCCCACCTTCCTC'™
A. actinomycetemcomitans ATTGGGGTTTAGCCCTGGTG ACGTCATCCCCACCTTCCTC'™
T. forsythia TACAGGGGAATAAAATGAGATACG ACGTCATCCCCACCTTCCTC'™
T. denticola TAATACCGAATGTGCTCATTTACA | TACAAGAAGCATTCCCTCTTCTTCTTA!™
P, Intermedia CGTGGACCAAAGATTCATCG ATACGTTGCGTGCACTCA'™
C. rectus TTTCGGAGCGTAAACTCCTTTTC TTTCTGCAAGCAGACACTCTT'”

[Adenina (A)/Guanina (G)/Timina (T)/Citosina (C)]

La composicion del master mix utilizado se detalla en la siguiente
tabla (Tabla 3):
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Tabla 3: Composicion del reactivo master mix.

Reactivos Cantidad por muestra (pl)

SYBR Green Master 5
Cebador Reverse (10 pM) 0.4
Cebador Forward (10 pM) 0.4

Agua libre de ADN/ARNasas 3.2

pM: micromolar

ARN: acido ribonucleico

6.2.3. Procedimiento

Para la reacciéon de amplificacion, cada pocillo contiene 1 pl de ADN
procedente de la extraccion y 9 ul del master mix. La desnaturalizacion
se realiza a 50°C durante dos minutos. A continuacion se someten las
muestras a 95° C durante 10 minutos. La union de los primers con el SYBR
se realiza durante 40 ciclos de 15 segundos a 95°C seguidos de un minuto
a una temperatura que depende de la bacteria, de forma que C. rectus, P
intermedia, T.denticolay T. forsythia utilizan 55°C, P gingivalis 45°C y A.

actinomycetemcomitans 65°C (Figura 5).

Mode: Fast (@ Standard 9600 Emulation

Thermal Profile | Auto Increment | Ramp Rate | Data Collection |
Stage 1 Stage 2 Stage 3
Repeats: 40

95.0 95.0

10:00 0:15
65.0

1:00

50.0

/ 2:00

Figura 5: Condiciones del termociclador (A. actinomycetemcomitans).
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Reactivos y materiales

Kit para extraccion de ADN bacteriano: High Pure PCR

Template Preparation Kit (Roche-applied-science®, Alemania).
Lisozima (Roche-applied-science® Alemania).

Tris-Hcl (acido clorhidrico) (10mM (milimolar), pH 8.0) .
Isopropanol (Sigma Aldrich®, Espana).

Centrifugadora de sobremesa estandar 5415R (Eppendorf®,
Canada).

Tubos para centrifugadora estériles Fisherbrand (Fisher

Scientific®, Estados Unidos de América).

Vortex TopMix FB15024 (Fisher Scientific®, Estados Unidos

de América).

Nanodrop 2000 y software (ThermoScientific®, Estados

Unidos de América).

Placa para PCR: MicroAmp® Optical 384-Well reaction plate
with Barcode (Applied Biosystems — Life technologies®, China).

Fluorocromo: Fast Star Universal SYBR Green Master (ROX)

(Roche-applied-science®, Alemania).
Cebadores especificos (TIB MOLBIOL®, Alemania).
Agua libre de ADN/ARNasas (Roche-applied-science® Alemania).

Termociclador 7900HT Fast Real-Time PCR System y el programa
informatico Sequence Detection Software (SDS v 2.4; Applied

Biosystems®, Estados Unidos de América).
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6.2.4. Calculos

Basicamente una reaccion de PCR se ajusta a la siguiente ecuacion:
X =X, (1+E)"

X_ = Numero de copias del gen de estudio en el ciclo n
X, = Numero de copias iniciales del gen de estudio
E, = Eficacia de amplificacién del gen de estudio (X)

n = NUmero de ciclos

A partir de los datos de emision de fluorescencia recogidos por el
termociclador durante la reaccion en tiempo real, mediante un programa
informatico SDS v 2.4 (Applied Biosystems®, Estados Unidos de América)
se construyen las curvas de amplificacion representando en el eje de
ordenadas el logaritmo de la intensidad de la fluorescencia y en abscisas

el nimero de ciclos transcurridos (Figura 6).

Amplfication Flot

1000 Evl

Figura 6: Curva de amplificacion
de A. actinomycetemcomitans

por Real Time-PCR. La linea
horizontal (verde) indica el
umbral o threshold a partir del
cual empieza la linealidad, se
establece como umbral el valor
de 0,04 para todos los grupos
de estudio. AR = Incremento de
fluorescencia. Cycle = numero
de ciclo en que se encuentra la
reaccion.

1.000 &4

ARD

1.000 &3

1.000 &%
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El parametro de medida de la expresion de un determinado gen es el
ciclo en el que la amplificacion comienza a ser exponencial. Este ciclo se
denomina ciclo umbral (threshold cycle, Ct), a partir del cual la intensidad
de fluorescencia empieza a ser apreciable. Cuantas mas copias de ADN de
partida del gen estudiado, mas ADN se obtendra en la transcripcion inversa,
y antes comenzara la amplificacion a ser exponencial. Los resultados se
analizan por el método semi-cuantitativo AACt.'” Las curvas estandar se
realizan a partir de los datos de ACt obtenidos por PCR de ADN extraido
de cultivos puros de las bacterias a diferentes diluciones (de 102 a 108
copias). Comparando el ACt de las muestras frente al ACt de la curva
estandar podemos cuantificar la expresion del gen en la muestra (Figura

7). Cada muestra se estudio por duplicado.

40 y =-1,463In(x) + 41,425
R%=0,9958

30
20
10

namero de ciclos

0 T T T T T 1
100 1000 10000 100000 1000000 10000000 100000000
nimero de copias

Figura 7: Curva estandar (4. actinomycetemcomitans).

6.3. Variables bioquimicas

La determinacion de las variables bioquimicas, se realizé6 empleando
el método ELISA. Se determinaron en el fluido crevicular los niveles de
moléculas proinflamatorias (IL-1B, TNF-a e IL-6) y los niveles de moléculas
reguladoras del metabolismo dseo (RANK-L, OPG y el cociente RANK-L/

OPG) implicadas en la periodontitis cronica.
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6.3.1. Fundamento

La técnica ELISA es un procedimiento de ensayo inmunoenzimatico.'” 180
Se basa en la deteccién de un antigeno (Ag) o anticuerpo (Ac), inmovilizado
sobre una fase solida de un soporte inmunoabsorbente, que reacciona
directa o indirectamente con otros anticuerpos, inmundgenos o haptenos
marcados con una enzima. El producto coloreado de esta enzima puede
ser medido por espectrofotometria. Existen varios tipos de ELISAS: directo,
indirecto y sandwich. Todos ellos necesitan de controles positivos y

negativos. El ensayo ELISA se divide en cuatro fases:

1. Conjugacion de un Ag o Ac con una enzima como la peroxidasa o

fosfatasa alcalina.

2. Union de un Ag o Ac a la superficie de los pocillos recubiertos de la

placa.

3. Formacién de una o varias capas de inmunocomplejos que
seran detectados por métodos directos (no competitivos), indirectos

(competitivos) o sandwich.

4. Revelado de la reaccion enzimatica tras un lavado en el que se
eliminan todas las moléculas marcadas no fijadas. Se afade un sustrato
enzimatico en la solucion, se incuba la reaccion, esta se detiene y se lee la

reaccion enzimatica mediante espectrofotometria.

En nuestros experimentos hemos utilizado ELISA indirectos
(competitivos) comerciales para la deteccion de IL-1B, TNF-a, IL-6
(Diaclone SAS®, Francia) y para la deteccion de RANK-L y OPG (BioVendor®,

Laboratorni medicina A.S., Barcelona).
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6.3.2. IL-1B, IL-6 y TNF-a Humano (Diaclone SAS®, Francia)

Material contenido en el kit
* Placa de 96 pocillos.
* Cubre de placa adhesiva.

+ Solucion estandar: IL-1B (500 picogramo/mililitro (pg/ml)),
IL-6 (200pg/ml) o TNF-a (800pg/ml).

+ Diluyente estandar.

+ Control positivo y negativo.

+ Anticuerpo biotinilado anti- IL-1, anti- IL-6 o anti-TNF-a.
+ Diluyente para el anticuerpo biotinilado.

+ Reactivo de estreptavidina-HRP (peroxidasa de rabano).

*+ Diluyente HRP.

+ Tampon de lavado.

+ Solucion de sustrato TMB (tetrametil bendicina).

* Solucién de finalizacion H,SO, (acido sulfurico).

Todos los reactivos y las muestras deben estar atemperatura ambiente
(20-25 °C) antes de su uso.

Material necesario pero no proporcionado con el kit
Agua destilada.
Micropipeta (GILSON®, Francia).
Viales de reaccion 1,5 ml (Ependorff®, Canada).

Vortex TopMix FB15024 (Fisher Scientific®, Estados Unidos
de América).
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+ Espectofotdmetro: Spectra Max PLUS 384® (Molecular Devices®,

Estados Unidos de América).

Procedimiento

+ Preparar las diluciones para la curva estandar siguiendo las

indicaciones del fabricante (Figura 8).

y = 0,0108x + 0,4301
R? = 0,96545

o N B O 0

Absorbancia(450 nm)

Figura 8: Curva estandar (IL-1).

+ En cada pocillo se afnade 50 pl de la solucion estandar, 50 pl de
muestra y 50 pl del anticuerpo diluido para IL-18, IL-6 o TNF-a. Cubrir
la placa con el adhesivo e incubar a temperatura ambiente durante

tres horas.
Todas las muestras se realizaban por duplicado.
+ Lavar tres veces los pocillos con tampén de lavado (1x).

« Anadir 100 pl del preparado de estreptavidina-HRP a cada uno de
los pocillos, cubrir la placa con el adhesivo e incubar a temperatura

ambiente durante 30 minutos.

+ Lavar tres veces los pocillos con tampén de lavado (1x).
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+ Anadir 100 pl de la solucion de sustrato TMB a cada uno de los
pocillos, guardar en oscuridad la placa a temperatura ambiente

durante 20 minutos.

+ Finalizar la reaccién afadiendo 100 pl de la solucion de finalizacion

(H,S0,) a cada uno de los pocillos.

Medir la absorbancia en espectrofotometro a A=450 nm.

6.3.3. RANK-L Humano (Biovendor®, Laboratorni medicina
A.S., Barcelona)

Material contenido en el kit
+ Placa de 96 pocillos pre-recubierto con anticuerpo anti-RANK-L.
+ Cubre de placa adhesiva.
« Anticuerpo biotinilado anti-RANK-L.
*+ Solucion estandar.
+ Diluyente estandar.
+ Reactivo de estreptavidina-HRP.
+ Control positivo y negativo.
« Tampon de lavado.
* Solucion de lavado concentrada (10x).
+ Solucion de sustrato TMB.
+ Solucidn de finalizacion.

Todos los reactivos y las muestras deben estar a temperatura ambiente
(20-25 °C) antes de su uso.
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Material necesario pero no proporcionado con el kit
+ Agua destilada.
+ Micropipeta (GILSON®, Francia).
+ Tubos de ensayo para la dilucion de muestras 500 ml,
Fischerbrand® (Fisher Scientific®, Estados Unidos de América).
+ Material absorbente de secado.
+ Vortex TopMix FB15024 (Fisher Scientific®, Estados Unidos
de América).
« Agitador de microplacas orbital de 300 rpm (revoluciones

por minuto): P-Selecta Agimatic-S® (J.P Selecta S.A, Espaia).

+ Material de vidrio para la solucion de lavado Espectrofotémetro:
Spectra Max PLUS 384® (Molecular Devices®, Estados Unidos de

América).

Procedimiento

« Preparar las diluciones para la curva estandar siguiendo las

indicaciones del fabricante.

* En cada pocillo se anade 50 pl de la solucién estandar y 50 pl de
muestra. Cubrir la placa con el adhesivo e incubar a 2-8°C durante
20 horas en agitacion a 300 rpm en un agitador orbital de microplaca.

Todas las muestras se realizan por duplicado.
+ Lavar cinco veces los pocillos con tampdn de lavado (1x).

+ Anadir 100 pl del anticuerpo anti-RANK-L en los pocillos cubrir la
placa con el adhesivo e incubar a temperatura ambiente durante una

hora en agitacion a 300 rpm en un agitador orbital de microplaca.

+ Lavar cinco veces los pocillos con tampdn de lavado (1x).
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« Anadir 100 pl de estreptavidina-HRP a cada uno de los pocillos,
cubrir la placa con el adhesivo e incubar a temperatura ambiente
durante una hora en agitacion a 300 rpm en un agitador orbital de

microplaca.
+ Lavar 5 veces los pocillos con tampodn de lavado (1x).

+ Anadir 100 pl de la solucidén de sustrato a cada uno de los pocillos,
guardar en oscuridad la placa a temperatura ambiente durante 25

minutos.

+ Finalizar la reaccién anadiendo 100 pl de la solucion de finalizacion

a cada uno de los pocillos.

« Medir la absorbancia en espectrofotometro a A=450 nm.

6.3.4. OPG Humano (Biovendor®, Laboratorni medicina A.S.,
Barcelona)

Material contenido en el kit
* Placa de 96 pocillos pre-recubierto con anticuerpo anti-OPG.
* Cubre de placa adhesiva.
+ Anticuerpo biotinilado anti-OPG.
+ Solucién estandar.
* Diluyente estandar.
* Reactivo de estreptavidina-HRP.
+ Control positivo y negativo.
+ Tampon de lavado.
+ Solucion de lavado concentrada (10x).

* Solucion de sustrato TMB.
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* Solucion de finalizacion.

Todos los reactivos y las muestras deben estar atemperatura ambiente
(20-25°C) antes de usar.

Material necesario pero no proporcionado con el kit
+ Agua destilada.
+ Micropipeta (GILSON®, Francia).

+ Tubos de ensayo paraladilucién de muestras 500 ml, Fischerbrand®

(Fisher Scientific®, Estados Unidos de América).
+ Material absorbente de secado.

+ Vortex TopMix FB15024 (Fisher Scientific®, Estados Unidos de

América).

+ Agitador de microplacas orbital de 300 rpm: P-Selecta Agimatic-S®
(J.P Selecta S.A, Espaia).

+ Material de vidrio para la solucion de lavado.

+ Espectrofotometro: Spectra Max PLUS 384® (Molecular Devices®,

Estados Unidos de América).

Procedimiento

* Preparar las diluciones para la curva estandar siguiendo las

indicaciones del fabricante.

+ En cada pocillo se anade 50 pl de la solucion estandar y 50 pl de
muestra. Cubrir la placa con el adhesivo e incubar a temperatura
ambiente (25°C) durante una hora en agitacion a 300 rpm en un

agitador orbital de microplaca.

Todas las muestras se realizan por duplicado.
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+ Lavar tres veces los pocillos con tampén de lavado (1x).

« Anadir 100 pl del anticuerpo Anti-OPG en los pocillos cubrir la placa
con el adhesivo e incubar a temperatura ambiente durante una hora en

agitacion a 300 rpm en un agitador orbital de microplaca.
+ Lavar tres veces los pocillos con tampoén de lavado (1x).

« Anadir 100 pl de estreptavidina-HRP a cada uno de los pocillos,
cubrir la placa con el adhesivo e incubar a temperatura ambiente
durante 30 minutos en agitacion a 300 rpm en un agitador orbital de

microplaca.
+ Lavar tres veces los pocillos con tampén de lavado (1x).

« Anadir 100 pl de la solucién de sustrato a cada uno de los pocillos,
guardar en oscuridad la placa a temperatura ambiente durante 10

minutos.

+ Finalizar la reaccién afadiendo 100 pl de la solucion de finalizacion

a cada uno de los pocillos.

+ Medir la absorbancia en espectrofotometro a A=450 nm.

6.3.5. Calculos

Con los valores medios de absorbancia se construye una curva
estandar frente a las concentraciones de IL-1, IL-6, TNF-a, RANK-L y OPG.
Las concentraciones de cada muestra se determinan por extrapolacion de

los valores de absorbancia en las respectivas curvas estandar.
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6.4. Método estadistico

Justificacion del tamaiio de la muestra:

Se seleccion6 un tamano de muestra de 40 sujetos para este estudio
utilizando una aleatorizacion 1:1 para obtener 20 sujetos por grupo. El
tamano de la muestra se selecciond sobre la base de las estimaciones
de covarianza para la respuesta de la variable primaria (nivel de insercion
clinica) alas 6y 12 semanas obtenidos de estudios anteriores.™'% Se utilizé
un test estadistico-F para calcular el tamafio de la muestra. Un tamano de
muestra de 17 individuos por cada brazo proporcionaba el 80% de potencia
para un nivel de confianza del 95%. Una muestra de 20 sujetos por brazo o
40 sujetos totales se seleccionaron para permitir un potencial de abandono

de varios pacientes en cada brazo.

El grupo de pacientes periodontales lo formaban 12 hombres y 28
mujeres de edades comprendidas entre 33 y 74 afos, con una edad media

de 552 afios (un hombre y dos mujeres se excluyeron del estudio).

El grupo de sujetos control periodontalmente sanos correspondia a
7 hombres y 13 mujeres de edades comprendidas entre 21 y 56 afos, con

una edad media de 28+3 anos.

6.4.1. Variables clinicas

La muestra de estudio esta constituida por 40 individuos, distribuidos
aleatoriamente en dos grupos segun el tratamiento que vayan a recibir:
terapia periodontal basica (RAR) o terapia periodontal basica mas terapia
fotodinamica (RAR+TFD). La aleatorizacion se realizaba con el programa
Microsoft Excel 2010. Los pacientes n°® 18, n° 27 y n° 28 han sido excluidos

previamente al estudio estadistico ya que no finalizaron el seguimiento.

En seis puntos de cada diente y por paciente se tomaban registros
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de las variables clinicas a lo largo de un seguimiento de 25 semanas,
lo que constituia un total de 5228 puntos de medicion sobre los que se
determinaban los parametros clinicos. Los tiempos de medicion se
corresponden con las visitas 2 (screening) 6, 7y 8 (5, 13 y 25 semanas
respectivamente). La comparacion de tratamientos se realizaba en puntos
criticos definidos como aquellos en los que la bolsa periodontal presente
una profundidad =cinco mmy sangrado al sondaje en la visita 2 (screening)
por lo que la muestra efectiva era de 809 datos (381 del tratamiento RAR
y 428 del tratamiento RAR+TFD). La figura 9 recoge la distribucion de la

muestra por pacientes y tratamiento.

MUESTRA TOTAL

37 pacientes
872 dientes

| |

467 dientes con 405 dientes con
2802 puntos de 2426 puntos de
medicion medicion
| |
198 dientes con 182 dientes con
381puntos 428 puntos
criticos criticos

Figura 9: Distribucion de la muestra por pacientes y tratamiento.

El analisis descriptivo contiene los datos estadisticos para las
variable de frecuencias absolutas, medias y desviacion estandar y aporta
informacion de la evolucion de los parametros clinicos en los puntos
criticos. Puesto que la movilidad del diente es un parametro clinico que

afecta al diente, la unidad de analisis deja de ser el punto de medicién.
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El analisis inferencial engloba el conjunto de test estadisticos
desarrollados para contrastar las hipotesis definidas en los objetivos.
Fundamentalmente se han estimado modelos de ecuaciones de estimacion
generalizadas (EEG) para analizar la evolucién de las variables clinicas a
lo largo del tiempo teniendo en cuenta el grupo de pertenencia del sujeto
(RAR o RAR+TFD). Se evaluaron los efectos principales como cambios en
el tiempo y diferencias en las respuestas segun grupo y, especialmente,
la interaccion entre los grupos para averiguar si los cambios en el tiempo
eran homogéneos en los dos tratamientos. Se utilizaban la prueba de LSD
(minima diferencia significativa) como test de comparaciones multiples,

paraevaluar las diferencias entre pares de diferentes niveles de los factores.

El nivel de significatividad de referencia es el 5%. Cualquier p-valor

menor a 0.05 es indicativo de una relacion estadisticamente significativa.

6.4.2. Variables microbiologicas

En el estudio de las variables microbioldgicas, la muestra era de 60
individuos, 20 correspondientes al grupo control (sanos) y los otros 40
seguian la misma distribucion descrita en el apartado de variables clinicas.
Se eliminaron los pacientes periodontales 18, 27 y 28 del estudio por no
finalizar el seguimiento. En este caso la muestra efectiva era de 228 datos
(20 del grupo control, 18 del grupo RAR y 19 del grupo RAR+TFD).

El analisis descriptivo contiene los datos estadisticos de los valores de
la media y desviacion estandar. Las tablas aportan informacion de la carga
bacteriana a lo largo del tiempo del estudio para cada una de las bacterias.
Debido a la particular distribucion de valores de la carga bacteriana, donde
las colonias se multiplican exponencialmente, se transformaron con

logaritmos decimales sus valores y se representaron graficamente.

El andlisis inferencial engloba el conjunto de test estadisticos
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desarrollados para contrastar las hipotesis definidas en los objetivos. La
transformacion logaritmica normaliza la variable y permite la aplicacion de
métodos estadisticos paramétricos si no se detectan desviaciones de gran
magnitud respecto alas hipotesis basicas (normalidad, homocedasticidad).
Se ha utilizado el test de Shapiro-Wilk para el contraste del ajuste a
distribucion normal y el de Levene para el de homocedasticidad. El analisis
multivariante se realiza mediante la estimacion de un modelo lineal
general de medidas repetidas para la variable respuesta carga bacteriana
(en logaritmos). Se analizaba el factor tiempo (screening, semana 5, 13 'y
25) y el factor tratamiento (RAR y RAR+TFD). La comparacion de la carga
bacteriana entre los tres grupos se realizaba mediante ANOVA (analisis de
la varianza) unifactorial y para las comparaciones multiples (post-hoc) se

utiliza el test de Bonferroni.

El nivel de significatividad de referencia es el 5%. Cualquier p-valor
menor a 0.05 es indicativo de una relacidn estadisticamente significativa.
Los resultados del test de Shapiro-Wilk (p>0,05) y de la prueba de Levene
(p>0,05) confirman que se puede aplicar un modelo lineal generalizado en

todas las bacterias estudiadas.

6.4.3. Variables bioquimicas

Se disponian de los mismos pacientes que las variables microbioldgicas.

El analisis descriptivo contiene los datos estadisticos de los valores

de la media y desviacion estandar.

El analisis inferencial engloba el conjunto de test estadisticos
desarrollados para contrastar las hipotesis definidas en los objetivos.
Existen numerosos casos extremos en los distintos parametros, lo
que genera desviaciones importantes de la normalidad, incluso tras la

transformacion de las variables. Por tanto, se propone la utilizaciéon de
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modelos de tipo no paramétrico. Se estima un modelo de Brunner-Langer
para datos longitudinales, donde tiempo y grupo de paciente asumen el
papel de factores inter e intraindividuo. Los efectos principales de estos
factores y la interaccion entre ambos se evaluaban mediante un test tipo
ANOVA. Las comparaciones multiples se basan en el test de Wilcoxon
(para comparaciones entre visitas) y Mann-Whitney (para comparaciones
entre grupos). La homogeneidad de un parametro en la visita de screening
en los tres grupos (control, RAR y RAR+TFD) se evaluaba mediante test de
Kruskal-Wallis. La misma prueba se utilizaba para valorar lahomogeneidad

de los 2 grupos test a las 25 semanas respecto al control.

El nivel de significatividad de referencia es el 5%. Cualquier p-valor

menor a 0.05 es indicativo de una relacion estadisticamente significativa.
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1.1. indice de placa

Mayoritariamente la distribucion del indice de placa en la visita de

screening correspondia al valor de uno de la escala de Lée y Silness (Tabla

4y figura 10) tanto en el grupo RAR como en el RAR+TFD. Estos resultados

indican la homogeneidad de los grupos al inicio del estudio.

Tabla 4: Distribucion de frecuencias del indice de placa.

Screening Semana 5 Semana 13 Semana 25
RAR+ RAR RAR+TFD RAR RAR+TFD RAR RAR+TFD
% TFD % % % % % % %
(puntos  (puntos (puntos (puntos (puntos (puntos (puntos (puntos
criticos) criticos) criticos) criticos) criticos) criticos) criticos) criticos)
0 12,6% 18,0% 32,5% 53,3% 41,4% 38,8% 52,3% 47,6%
(48) (77) (124) (228) (156) (166) (197) (202)
1 64,0% 58,6% 63,8% 40,4% 55,4% 52,3% 46,4% 47,2%
(244) (251) (243) 73) (209) (224) (175) (200)
2 23,1% 20,3% 3,7% 6,3% 2,9% 7,9% 1,3% 4,5%
(88) (87) (14 (27) (1 (34 (5) (19)
3 0,3% 3,0% 0% 0% 0,3% 0,9% 0% 0,7%
M (13) (0) (0) M (4) (0) (3)
Total 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
(381) (428) (381) (428) (381) (428) (381) (428)
100 B Grado 3
= 80
%% H Grado 2
8 60
a
[}
g 40 B Grado 1
o
5 53,3 2,
l:’ 20 325 41,4 388 ) 47,6
126 18 ‘ Grado 0
0 ! :
RAR %ARWFD RAR FAIHTFD‘ RAR RAR+TFD‘ RAR %ARHFD
screening semana 5 semana 13 semana 25

Figura 10: Evolucion del indice de placa segun tratamiento.

El valor medio (z desviacidn tipica (DT)) de indice de placa en la visita
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2 (screening) fue de 1,11 £ 0,60 para el RAR frente a 1,08 + 0,71 para el
RAR+TFD (p>0,05) (Tabla 5).

Tabla 5: Evolucién de la media y la desviacion tipica del indice de placa segun

grupo.
PU
) )

)
) Numero de puntos criticos 381 428
sereening Media 1,1 1,08
Desviacion tipica 0,60 0,71
Numero de puntos criticos 381 428
e Media 0,71 0,53
Desviacion tipica 0,53 0,61
semana Numero de puntos criticos 377 428
13 Media 0,62 0,71
Desviacion tipica 0,56 0,65
semana Numero de puntos criticos 377 424
25 Media 0,49 0,58
Desviacion tipica 0,53 0,61

Desde el punto de vista inferencial longitudinal el indice de placa ha
disminuido con el tiempo (p<0,001) independientemente del tratamiento

realizado (Figura 11).

5 ¥ RAR
B RAR+TFD
g 15 - #
8 * *
=3 +
s 1
3
g
c
= 05
T T T

0 !
screening semana 5 semana 13 semana 25
Figura 11: Evolucion de la media y la desviacion tipica del indice de placa segtin
tratamiento. (¢) Indica diferencias significativas respecto a RAR en la visita de
screening (p<0,05). 5*) Indica diferencias significativas respecto a RAR+TFD en la
visita de screening (p<0,05). (#) Indica diferencias significativas respecto a RAR
en la semana 5 (p<0,05).
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Desde el punto de vista comparativo, los pacientes del grupo RAR+TFD
presentaban un indice de placa mas bajo a las 5 semanas (p=0,024) que
los pacientes del grupo RAR. A partir de este punto se producia un repunte
que ha conducido a una situacion final similar en ambos grupos (p=0,896).
Ademas, existian diferencias en el nivel de placa debidas a la posicion
del diente. A nivel del maxilar y tomando como referencia la situacion de
los incisivos centrales, se observaron valores similares de placa hasta
el segundo premolar y a partir de ahi el indice de placa incrementaba
significativamente (p<0,001). A nivel mandibular, los valores de indice de
placa fueron significativamente mayores en todos los dientes respecto a

los incisivos (p<0,001).

1.2. Profundidad de sondaje

La mayor frecuencia en la visita de screening correspondia al valor de 5
mm en ambos grupos (Tabla 6). Estos resultados indican la homogeneidad
de los grupos al inicio del tratamiento.

Tabla 6: Distribucion de frecuencias de la profundidad de sondaje (visita 2:
screening).

PROFUNDIDAD DE FRECUENCIA

SONDAJE (mm) ey % TOTAL RAR (%)  RAR+TFD (%)
5 451 55,7 59,6 52,3
6 177 21,9 20,5 23,1
7 129 15,9 14,2 17,5
8 37 4,6 4,2 4,9
>8 15 1,8 16 2,0
Total 809 100 100 100

Elpromedio (+ DT) delaprofundidad de sondaje enlavisita 2 (screening)
fue de 5,69 + 1,02 mm para RARy 5,83 + 1,11 mm para RAR+TFD, (p>0,05)
(Tabla 7).
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Tabla 7: Evolucion de la media y la desviacion tipica de la profundidad de sondaje

segun grupo.

PROFUNDIDAD DE SONDAJE GRUPO

(mm) RAR RAR + TFD
) Numero de puntos criticos 381 428
sereening Media 5,69 5,83
Desviacion tipica 1,02 1,11
Numero de puntos criticos 381 428
e Media 4,34 4,38
Desviacion tipica 1,39 1,53
Numero de puntos criticos 377 428
seT;‘“a Media 3,96 4,19
Desviacion tipica 1,20 1,45
Numero de puntos criticos 377 424
I Media 3,62 3,93
Desviacion tipica 1,15 1,36

La figura 12 representa la evolucion de la profundidad de sondaje
con el tiempo. Desde este punto de vista, la profundidad del sondaje ha
disminuido significativamente con el tiempo en ambos tratamientos
(p<0,001).

Desde el punto de vista comparativo, a partir de las 13 semanas
se observaba una mayor tendencia a la disminucion de la profundidad
de sondaje en el grupo RAR, si bien esta diferencia no es significativa
(p=0,198). Las diferencias debidas al diente (p<0,001) sugieren que en los
terceros molares se ha alcanzado el maximo sondaje frente a las piezas de

referencia, los incisivos superiores.
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W RAR

o]
J

B RAR+TFD

(93]
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*

Profundidad de sondaje (mm)
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o

screening semana 5 semana 13 semana 25

Figura 12: Evolucion de la media y la desviacion tipica de la profundidad de sondaje
segun tratamiento. (¢) Indica diferencias significativas respecto a RAR en la visita
de screening (p<0,05). (%) Indica diferencias significativas respecto a RAR+TFD en

la visita de screening (p<0,05).

1.3. Recesion clinica

La mayor frecuencia en ambos grupos en la visita de screening

correspondia al valor de 0 (Tabla 8).
Tabla 8: Distribucion de frecuencias de la recesion clinica (visita 2: screening).

RECESION CLINICA FRECUENCIA

% TOTAL RAR (%) RAR+TFD (%)

(mm) TOTAL
0 550 68,0 73,0 63,6
1 131 16,2 134 18,7
2 7 9,5 79 11,0
3 35 4,3 34 5,1
>3 16 2,0 24 1,6
Total 809 100 100 100

La recesion clinica media (¢ DT) en la visita 2 (screening) se cifraba en
0,50 + 1,00 mm en el grupo RARy en 0,63 + 1,01 mm en RAR+TFD (p>0,05)
(Tabla 9).
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Tabla 9: Evolucion de la media y la desviacion tipica de la recesion clinica segtin
grupo.

Nuamero de puntos criticos 381 428

sereening Media 0,50 0,63
Desviacion tipica 1,00 1,01

semana Numero de puntos criticos 381 428
5 Media 0,59 0,77
Desviacion tipica 0,97 1,10

semana Nuamero de puntos criticos 377 428
13 Media 0,63 0,87
Desviacion tipica 1,04 1,16

semana Numero de puntos criticos 377 424
25 Media 0,56 0,74
Desviacion tipica 0,97 1,09

La grafica con los valores medios de recesion (Figura 13) indica una
evolucion homogénea con el tratamiento. A la vista de la informacion
descriptiva, hay que aceptar variaciones de la recesion media a lo largo del
tiempo (p=0,004). Cualquiera de los tratamientos ha supuesto un aumento
de la recesion.

RAR
B RAR+TFD
L.

2 * &
— *
£ * *
£ 1,5
(]
E
=]
c 1
N
g
€05 0,63

0,5 0,59 : 0,56
0 T T :
screening semana 5 semana 13 semana 25

Figura 13: Evolucion de la media y la desviacion tipica de la recesion clinica

segun tratamiento. (#) Indica diferencias significativas respecto a RAR en la
visita de screening (p<0,05). (%) Indica diferencias significativas respecto a

RAR+TFD en la visita de screening (p<0,05).
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1.4. Nivel de insercion clinica

En ambos grupos la mayor frecuencia de distribucion del nivel de

insercion clinica fue de 5 mm en la visita de screening (Tabla 10).

Tabla 10: Distribucion de la frecuencia del nivel de insercion clinica (visita 2:
screening).

NIVEL DE
INSERCION FRECENCIA %totaL  RAR(%)  RAR+TFD (%)

(mm)

5 324 40,0 438 36,7

6 174 21,5 21,8 21,3

7 154 19,0 178 20,7

8 90 11,1 10,0 12,1

9 38 47 42 5,1

>9 29 12 2,4 47
Total 809 100 100 100

El nivel medio (+ DT) de insercion clinica en la visita 2 (screening)
fue de 6,19 + 1,42 mm en el grupo RAR y de 6,47 + 1,60 mm en RAR+TFD
(p>0,05) (Tabla 11).

La gréfica (Figura 14) con los valores medios del nivel de insercién
clinica indica bastante homogeneidad en la evolucion de ambos grupos.
Se ha producido una mejora del nivel de insercién clinica con el tiempo

(p<0,001) sin diferencias entre los grupos de estudio (p=0,275).
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Tabla 11: Evolucion de la media y la desviacion tipica del nivel de insercion clinica
segun grupo.

NIVEL DE INSERCION CLiNICA GRUPO
(mm) RAR RAR + TFD
) Numero de puntos criticos 381 428
sereening Media 6,19 6,47
Desviacion tipica 1,42 1,60
Numero de puntos criticos 381 428
e Media 4,93 5,15
Desviacion tipica 1,66 2,02
semana Numero de puntos criticos 377 428
13 Media 4,59 5,06
Desviacion tipica 1,65 1,99
semana Numero de puntos criticos 377 424
25 Media 4,19 4,67
Desviacion tipica 1,60 1,83
M RAR
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Figura 14: Evolucion de la mediay la desviacion tipica del nivel de insercion clinica
segun tratamiento. (¢) Indica diferencias significativas respecto a RAR en la visita
de screening (p<0,05). (%) Indica diferencias significativas respecto a RAR+TFD en
la visita de screening (p<0,05).
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1.5. Sangrado al sondaje
La tabla 12 recoge la evolucién de los valores de sangrado al sondaje

con el tiempo para los dos tratamientos.

Tabla 12: Evolucién de la frecuencia del sangrado al sondaje segtin grupo.

GRUPO
SANGRADO AL SONDAJE
RAR + TFD
% (N““c‘r‘:,t’;::)"“"ms 100% (381) 100% (428)
screening
No 0,0% (0) 0,0% (0)

Si 381 (100%) 428 (100%)
% (N““‘e.:? de)"““ms 100% (381) 100% (428)

semana Criticos
5 No 50,7% (193) 63,6% (272)
Si 49,3% (188) 36,4% (156)
% (N“'“re,:? de)P““t°s 100% (381) 100% (428)

semana Criticos
13 No 61,5% (232) 58,9% (252)
Si 38,5% (145) 41,1% (176)
* (N““‘r‘:.t’;’ de)"““ms 100% (381) 100% (428)

semana criticos
25 No 59,4% (224) 63,0% (267)
Si 40,6% (153) 37,0% (157)

La figura 15 representa el porcentaje de puntos que han presentado

sangrado en las diferentes visitas y segun el tipo de tratamiento.
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Figura 15: Evolucion de la media y la desviacion tipica del sangrado al sondaje
segun tratamiento. (¢) Indica diferencias significativas respecto a RAR en la visita
de screening (p<0,05). (%) Indica diferencias significativas respecto a RAR+TFD en
la visita de screening (p<0,05).

En la visita de screening todos los puntos criticos, por definicion,
sangraron al sondaje. El sangrado al sondaje ha disminuido con el tiempo
(p<0,001) tanto en RAR como en RAR+TFD. A las 5 semanas del inicio del
tratamiento ya se observaba una reduccién significativa (p<0,001) del
porcentaje de puntos que sangraban. No habiendo diferencias respecto al

tratamiento recibido (p=0,275).

Mediante las pruebas de comparacion multiple (LSD), se ha
determinado que en el grupo RAR+TFD, a las 5 semanas se alcanzaba su
mayor porcentaje de reduccion del sangrado, mientras que en el grupo
RAR todavia existia un avance significativo (p=0,033) entre las 5 y las 25
semanas. Respecto a la variable diente, el sangrado de los terceros molares
ha sido mayor que el sangrado del diente de referencia (incisivo central

superior derecho).
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1.6. Grado de movilidad dental

El andlisis de la movilidad dental se realizé sobre los 380 dientes que
tenian algun punto critico en la visita 2 (screening), la mayor frecuencia de
distribucion en la visita de screening fue el grado cero, es decir, la ausencia
de movilidad (Tabla 13y figura 16).

Tabla 13: Distribucion de la frecuencia del grado de movilidad dental.

GRADO DE Screening Semana 5 Semana 13 Semana 25
Mgg:h!:: = RAR % RAR+TFD RAR % RAR+TFD % RAR % RAR+TFD % RAR % RAR+TFD %
(dientes) % (dientes) (dientes) (dientes) (dientes) (dientes) (dientes) (dientes)
0 91,4% 78,6% 91,9% 80,2% 89,3% 79,7% 88,8% 85,6%
(181) (143) (182) (146) (176) (145) (175) (155)
1 7,6% 13,7% 7,6% 10,4% 6,1% 12,1% 7,6% 6,1%
(15) (25) (15) 19) 12) (22) (15) an
2 0,5% 4,9% 0,5% 1% 3,6% 4,9% 3,6% 7,2%
(M (9) (1) (13) () (9) () (13)
3 0,5% 2,7% 0,5% 2,2% 1% 3,3% 0% 1,1%
(1) (5) (1) (4) (2) (6) (0) (2)
Total 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
(198) (182) (198) (182) (198) (182) (198) (182)
$ 100 1
§' 76 . 76 - - - - - ® Grado 3
[}
£t 80
s M Grado 2
ra
B 60 -
3
.é 0 91,4 786 91,9 80,2 89,3 79.7 88,8 85,6 W Grado 1
[}
'g 20 - q
S Grado 0
g S
RAR FARHFD‘ RAR RAR+TFD" ‘ RAR RAR+TFD RAR Lmam%
screening semana 5 semana 13 semana 25

Figura 16: Evolucion del grado de movilidad dental segun tratamiento.

El grado de movilidad medio (+ DT) en la visita 2 (screening) fue de
0,05 + 0,20 en el grupo RAR y de 0,17 = 0,41 en RAR+TFD (p>0,05) (Tabla
14).
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Tabla 14: Evolucion de la media y la desviacion tipica del grado de movilidad dental
segun grupo.

Dientes con algtin punto critico 198 182

seraaning Media 0,05 017
Desviacion tipica 0,20 0,41

semana Dientes con algtin punto critico 198 182
5 Media 0,04 0,17
Desviacion tipica 0,15 0,40

semana Dientes con algtin punto critico 197 182
13 Media 0,09 0,18
Desviacion tipica 0,29 0,43

semana Dientes con alguin punto critico 197 181
25 Media 0,07 0,12
Desviacion tipica 0,22 0,34

Se evalu6 la movilidad de 198 dientes en el grupo RARy 182 en el
grupo RAR+TFD. En la figura 17 se representa la evolucion temporal del

valor medio del grado de movilidad dental para cada tratamiento.

“RAR

©
= W RAR+TFD
g 0,6
T
©
T
S 0,4 |
o
£
@
T
(=}
T
o
o

screening semana 5 semana 13 semana 25

Figura 17: Evolucion de la media y la desviacion tipica del grado de la movilidad
dental segun tratamiento.

No existen diferencias significativas en la movilidad dental a lo largo

del tiempo (p=0,228) ni respecto al tratamiento utilizado (p=0,104).



1. Variables clinicas

1.7. Grado de afectacion de furca

El analisis del grado de afectacion de furca se realizd sobre 107
dientes que tenian algun punto critico y que presentaban como minimo
grado 1 de afectacion de furca en la visita 2 (screening). La distribucion de
frecuencias en la visita de screening indica que mayoritariamente existia

grado 1 6 2 de afectacion de furca en ambos grupos (Tabla 15 y figura 18).

Tabla 15: Distribucion de la frecuencia del grado de afectacion de furca (visita 2:

screening).
Screening Semana 5 Semana 13 Semana 25
GRADO DE
AFECTACION RAR RAR+TFD RAR RAR+TFD RAR RAR+TFD RAR RAR+TFD
DE FURCA % % % % % % % %
(dientes) (dientes) (dientes) (dientes) (dientes) (dientes) (dientes) (dientes)
0 0% 0% 1,7% 0% 0% 10,4% | 8,4% 2,1%
(0) (0) Q) (0) (0) (5) (5) Q)
1 42,4% | 438% | 50,8% | 37,5% | 52,5% | 41,7% | 441% | 58,3%
(25) (21) (30) (18) (31) (20) (26) (28)
2 57,6% 50% 475% | 62,5% | 475% | 43,8% | 47,5% | 39,6%
(34) (24) (28) (30) (28) (21) (28) (19)
3 0% 6,3% 0% 0% 0% 41% 0% 0%
(0) ®) (0) (0) (0) (2) (0) (0)
Total 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100%
(59) (48) (59) (48) (59) (48) (59) (48)

£ 100
g M Grado 3
£ 80
[}
= M Grado 2
5 60
3
T 40 |
2 Grado 1
o
$ 20
3 Grado 0
g 0 ‘ ‘ ‘ 10,4 84

RAR RAR+TFD RAR RAR+TFD‘ RAR RAR+TFD‘ RAR FAR+TF%

screening semana 5 semana 13 semana 25

Figura 18: Evolucion del grado de afectacion de furca segun tratamiento.
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El grado de afectacion de furca medio (x DT) en la visita 2 (screening)
erade 1,58 + 0,50 en el grupo RARY 1,63 + 0,61 mm en RAR+TFD (p>0,05)
(Tabla 16).

Tabla 16: Evolucion de la media y la desviacién tipica del grado de afectacion de
furca segun grupo.

. GRUPO
GRADO DE AFECTACION DE FURCA
RAR + TFD
Dientes con algtin punto critico y
; afectacion de furca en la visita 2 59 48
screening
Media 1,58 1,63
Desviacion tipica 0,50 0,61
Dientes con algtin punto critico y 59 48
semana afectacion de furca en la visita 2
5 Media 1,46 1,63
Desviacion tipica 0,49 0,48
Dientes con algtin punto critico y 59 48
semana afectacion de furca en la visita 2
13 Media 1,47 1,42
Desviacion tipica 0,50 0,57
Dientes con algtin punto critico y
afectacion de furca en la visita 2 59 48
semana -
25 Media 1,39 1,38
Desviacion tipica 0,49 0,49

En la figura 19 se representa la evolucion temporal del valor medio del

grado de afectacion de furca dental para cada tratamiento.
" RAR

w

M RAR+TFD

28]

Grado de afectacion de furca
=

o
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Figura 19: Evolucién de la media y la desviacion tipica del grado de afectacion de
furca segun tratamiento.
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No existian diferencias significativas en el grado de afectacion de
furca a lo largo del tiempo (p=0,180) ni respecto al tratamiento utilizado
(p=0,100).

1.8. Volumen de fluido crevicular

El volumen medio (x DT) de fluido crevicular en la visita 2 (screening)
fue de 0,62 + 0,40 pl para el grupo RAR y de 0,55 + 0,37 pl para el grupo
RAR+TFD (p>0,05). La determinacion de la media (+ DT) del volumen de
fluido crevicular en individuos sanos fue de 0,18 + 0,05 ml (Tabla 17).

Tabla 17: Evolucion de la media y la desviacion tipica del volumen de fluido
crevicular segun grupo.

VOLUMEN DE GRUPO
FLUIDO CREVICULAR (ul) CONTROL RAR RAR + TFD
Nuamero de 20 18 19
muestras
screening Media 0,18 0,62 0,55
Desviacion tipica 0,05 0,40 0,37
Nuamero de
semana muestras 0 18 19
5 Media - 0,33 0,41
Desviacion tipica - 0,22 0,32
Nudmero de
semana muestras 0 18 19
13 Media ] 0,35 0,36
Desviacion tipica - 0,23 0,29
Numel;o de 0 18 19
semana muestras
25 Media - 0,33 0,38
Desviacion tipica - 0,25 0,27
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La comparacion entre los resultados en la visita 2 (screening) indica
que los pacientes afectados de periodontitis presentaron un aumento
significativo del volumen crevicular respecto a los controles sanos
(p<0,001). No habiendo diferencias entre el grupo RAR y el RAR+TFD
(p=0,353).

El tratamiento aplicado a los pacientes con periodontitis ha disminuido
el volumen de fluido crevicular sin diferencias significativas entre los
tratamientos (p=0,193) con el tiempo. Esta disminucidn ya era significativa
enla visita 6 (semana5) (0,331 0,22 ulvs 0,41 + 0,32 pl para RARy RAR+TFD
respectivamente). Estos valores han permanecido estables a lo largo de
todo el tratamiento. El volumen de fluido crevicular ha seguido siendo
superior en los pacientes periodontales a tiempo 25 semanas respecto a
los controles (p=0,003) (Figura 20).
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Figura 20: Evolucion de la media y la desviacion tipica del volumen de fluido
crevicular segun grupo. (*) Indica diferencias significativas (p<0,05) respecto al
grupo control sano. (#) Indica diferencias significativas respecto a RAR en la visita
de screening (p<0,05). (%) Indica diferencias significativas respecto a RAR+TFD en
la visita de screening (p<0,05).
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Resumen

En resumen, los resultados del estudio de la evolucion de las variables
clinicas indican que ambos tratamientos han disminuido el indice de
placa, el nivel de insercion clinica, la profundidad y el sangrado al sondaje,
asi como el volumen de fluido crevicular mientras que han aumentado
la recesion clinica y no han modificado la movilidad de los dientes ni el
grado de afectacion de furca. Estos resultados se han observado con
independencia del tratamiento aplicado sin diferencias significativas entre

ellos.
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2. Variables microbiologicas

2.1. Aggregatibacter actinomycetemcomitans

La tabla 18 recoge los resultados descriptivos de la evolucion de la
cargabacteriana para A. actinomycetemcomitans alo largo del tratamiento.
Los valores de los pacientes con periodontitis aparecerian aumentados
respecto a los controles en la visita de screening (p<0,001). El tratamiento
con RAR no modificé la carga bacteriana de A. actinomycetemcomitans a
lo largo del tiempo. Sin embargo, el tratamiento RAR+TFD ha disminuido
significativamente (p<0,001) la carga bacteriana alcanzando niveles
similares a los de la poblacién control sana al finalizar el estudio (Figura
21). Estos resultados indican que el tratamiento RAR+TFD ha sido mas
efectivo en la disminucion de la carga bacteriana correspondiente a A.

actinomycetemcomitans.
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Tabla 18: Evolucionde lamediay ladesviaciontipica de A. actinomycetemcomitans
segun grupo

CONTROL
SANO
A. actinomycetemcomtans - " - * - "
4 S Z < g Z£Z S
(n° DE COPIAS » = @S ? = @S » 2 @S
CUANTIFICADAS) w O o= w O oFE w O S.E
o L [} = o L N o L N
oY =1 o oY -1 o oY -l o
a2z S« a2 << az <<
< ~O << (L) << > o
E " Sg "3 BPE T8
Nn:‘l';ft‘:aie 20 | 20 18 18 19 19
screening
Media 193,74 | 1,70 | 22911,83 | 3,95 [ 11871,78 | 3,33
Desviacion tipica | 259,26 | 0,79 | 22040,55 | 0,88 | 20514,11 | 1,03
Nn:'mert‘: de 0 0 18 18 19 19
semana uestras
5 Media - - 17705,16 | 3,80 | 3225,92 3,12
Desviacion tipica - - 20673,75 | 0,91 | 388245 | 0,74
Nn:'“‘e’t‘: de 0 0 18 18 19 19
semana uestras
13 Media - - 30417,16 | 4,06 | 2085,54 2,69
Desviacion tipica - - 32838,39 | 0,88 | 3442,09 | 0,83
N““‘e’t° de 0 0 18 18 19 19
semana muestras
25 Media - - 12838,43 | 3,63 627,96 2,25
Desviacion tipica - - 18585,72 | 0,79 | 1029,73 | 0,74
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Figura21: Evoluciondelamediayladesviaciontipicade A. actinomycetemcomitans
segun grupo. (*) Indica diferencias significativas (p<0,05) respecto al grupo
control sano. }.1.) Indica diferencias significativas respecto a RAR+TFD en la visita
de screening (p<0,05). (#) Indica diferencias significativas respecto a RAR en la
semana 13 (p<0,05). (A) Indica diferencias significativas respecto a RAR en la
semana 25 (p<0,05).

2.2. Porphyromonas gingivalis y Tannerella forsythia

La tabla 19 y 20 recoge los resultados descriptivos de la evolucion
de la carga bacteriana para P gingivalis y T. forsythia a lo largo del
tratamiento. Los valores de los pacientes con periodontitis aparecian
aumentados respecto a los controles en la visita de screening (p<0,005).
Ambos tratamientos RAR y RAR+TFD han disminuido la carga bacteriana
de P gingivalis y T. forsythia hasta alcanzar valores similares a los de la
poblacién control sana sin diferencias entre los tratamientos (Figura 22 y
23).
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Tabla 19: Evolucidn de la media y la desviacion tipica de P, gingivalis segin grupo.

CONTROL
e RAR + TFD
P, gingivalis Z < 8 =z °<: 8 r4 °<: 8
= (%] = o s o
(n°DECOPIASCUANTIFICADAS) “ 2 @i 92 Qs 2% a s
4o o E w O o E w O o E
o L o .= o LW (@ = o LW (@ =
ov -1 oc owv -1 o owv -1 o
pr <« a2 << a2 <<
<< >0 < >0 << >0
e 9 SE 9 g 3
Nimero de 20 20 18 18 19 19
muestras
screening Media 3481,40 | 3,40 | 17613,07 | 3,91 | 18338,7 | 3,93
Desviacion tipica | 2434,31 | 0,43 | 30498,12 | 0,51 | 16286,81 | 0,67
N““‘e’t° de 0 0 18 18 19 19
semana muestras
5 Media - - | 15114,45 | 3,85 | 21382,09 | 4,05
Desviacion tipica - - 5 0,57 | 20884,4 | 0,59
Numero de
semana uestras 0 0 18 18 19 19
13 Media ] - [ 2211108 | 397 | 149174 | 388
Desviaci6n tipica - - | 14765,15 | 0,47 | 21668,35 | 0,53
N“me’t° de 0 0 18 18 19 19
semana muestras
25 Media - - 6902,94 | 3,54 | 9632,41 | 3,69
Desviaci6n tipica - - | 1232392 | 0,53 | 10089,2 | 0,56
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Tabla 20: Evolucion de la media y la desviacion tipica de T forsythia segun grupo.

CONTROL

SANO RAR + TFD
T. forsythia = °<: 8 = E 8 = °<: 8
(n° DE COPIAS CUANTIFICADAS) 22 - Z @ = 7 2 @ =
wo &E wo = wo &g
o L [} = o (' N o L \
ov = o ov -1 o ov -l o
oz <« a2z < < a2 <<
I < "9 < > o «< -9
> K S =E ° =g S
Nr:‘"“e’t‘: de 20 | 20 | 18 18 19 | 19
screening uestras
Media 283,81 | 2,35 | 546,7 | 2,63 | 449,99 | 2,51
Desviacion tipica 204,60 | 0,31 | 438,58 0,31 351,83 | 0,47
N““‘e’t° de 0 0 18 18 19 | 19
semana muestras
5 Media - - | 39325 | 239 |267,50 | 2,37
Desviacion tipica - - 371,06 0,47 191,91 | 0,81
Ndmero de
semana uestras 0 0 18 18 19 19
13 Media ] - | 3a211 | 236 | 281,47 235
Desviacion tipica - - 308,78 0,45 177,49 | 0,34
Nuamero de
semana Cuestras 0 0 18 18 19 19
25 Media ] - | 28868 | 232 | 369,99 | 2,38
Desviacion tipica - - 283,36 0,35 348,09 | 0,46
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Figura 22: Evolucion de la media y la desviacion tipica de P gingivalis segin grupo.

(*) Indica diferencias significativas (p<0,05) respecto al grupo control sano. (¢)
Indica diferencias significativas respecto a RAR en la visita de screening (p<0,05).

?1-) Indi;:a diferencias significativas respecto a RAR+TFD en la visita de screening
p<0,05).
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Figura 23: Evolucion de la media y la desviacion tipica de T. forsythia segin grupo.

(*) Indica diferencias significativas (p<0,05) respecto al grupo control sano. (¢)

Indica diferencias significativas respecto a RAR en la visita de screening (p<0,05).

?&) Indi;:a diferencias significativas respecto a RAR+TFD en la visita de screening
p<0,05).
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2.3. Treponema denticola, Prevotella intermedia y
Campylobacter rectus

Las tablas 21, 22 y 23 recogen los resultados descriptivos de la
evolucion de la carga bacteriana para 7. denticola, R intermediay C. rectus
respectivamente a lo largo del tratamiento. En todos los casos, los valores
de los pacientes con periodontitis aparecian aumentados respecto a los
controles sanos en la visita de screening (p<0,001). El tratamiento no ha
modificado la carga bacteriana para 7. denticola, P intermediay C. rectus
a lo largo del estudio ni tampoco se han observado diferencias entre
tratamientos (Figura 24, 25, y 26). Estos resultados indican que ninguno
de los tratamientos ha sido efectivo para contrarrestar el aumento de
carga bacteriana producida por estas bacterias en la periodontitis. Los
valores finales después del tratamiento seguian siendo significativamente

superiores a los controles sanos (p<0.001).
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Tabla 21: Evolucion de la media y la desviacion tipica de T. denticola segtn grupo.

CONTROL SANO
: T. denticola Z g - § 2 E - § 2 E - §
N° DE COPIAS 7] WS & S @ 0 9
CUANTIFICADAS) 9S8 2 96 2 9 «2
o LL O = o L O = o L. O \ —
ow -1 o ov -l e own -1 o
a2 << -z << aZ § <
L5 e Sg2 e =z e
> S > S 5¢g S
Nimero de 20 20 18 18 19 19
} muestras
screening Media 093 | 0,09 | 90386 | 263 | 57352 | 2,32
Desviacion 1,80 024 | 860,66 | 0,74 | 649,67 | 0,82
tipica
Nimero de 0 0 18 18 19 19
muestras
semsa“a Media - - 791,37 | 221 | 50252 | 1,73
Desviacion - - |142950| 1,05 | 769,71 | 1,41
tipica
Nimero de 0 0 18 18 19 19
semana muestras
13 Media - - 1104597 | 229 | 117463 | 2,64
Desviacion - - |1651,73| 1,05 | 149944 | 0,78
tipica
Nimero de 0 0 18 18 19 19
semana muestras
25 Media - - 42134 | 2,33 |2165,28 | 2,53
Desviacion - - 35597 | 0,74 | 315087 | 1,21

tipica
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Tabla 22: Evolucion de la media y la desviacion tipica P intermedia segin grupo.

RAR + TFD
P, intermedia = °<: 8 =z °<: 8 =z °<: 8
(n° DE COPIAS CUANTIFICADAS) 92 @ = 7 = @2 sz Q@ =
wo &= w O = w O e =
or L. o.= o L. o.= o LW o .=
oY -1 o oY -1 o ov -l o
- 2 << a2 << - Z <<
<< > o < > o < >0
>E g =t S = (= °
Nn:'aes’t‘r’aie 20 | 20 18 18 19 19
screening
Media 157,40 | 1,78 | 14206,60 | 3,47 | 10840,10 | 3,28
Desviacién tipica 203,88 | 0,67 | 17228,17 | 1,08 | 21996,23 | 0,89
N“me’t° de 0 0 18 18 19 19
semana muestras
5 Media . . | 18626,68 | 3,35 | 13146,60 | 3,53
Desviacion tipica . . 31394,96 1,11 21317,78 | 0,86
Numero de
semana muestras 0 0 18 18 19 19
13 Media . . | 1398511 | 344 | 1519446 | 355
Desviacion tipica . . 21112,10 1,00 21466,33 | 0,94
Nuamero de
semana ueetras 0 0 18 18 19 19
25 Media . . | 1832634 | 365 | 23084,15 | 3,42
Desviacién tipica . . | 2794803 | 0,86 | 2849327 | 1,27
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Tabla 23: Evolucion de la media y la desviacion tipica de C. rectus segun grupo.

CONTROL
SANO RAR + TFD
C. rectus Z °<= § r n<: 8 r n<: 8
(n° DECOPIAS CUANTIFICADAS) © 2 @2 22 @ = 7 2 @ =
o L. O = o L. o .= o L. o .=
o =g o9 = o9 =
- Z <<g - Z << - Z <<
= 8 =g 8 =g ~8
= = - & = | = = |
Nnﬁ't':es't‘::: 20 | 20 | 18 18 19 | 19
screening
Media 5,50 0,49 | 2467,46 | 2,62 | 1241,76 | 2,37
Desviacion tipica 5,85 0,48 [3092,23| 1,17 |2376,19 | 0,82
N“me't° de 0 0 18 18 19 19
semana muestras
5 Media . . 2699,85| 2,48 | 1295,83 | 2,18
Desviacion tipica . . 4282,45| 1,19 | 2824,18 | 0,99
Namero de
semana muestras 0 0 18 18 19 19
1
3 Media . . 2433,32| 2,49 |1000,13 | 2,17
Desviacion tipica . . 3539,79 | 1,20 | 1824,14 | 1,06
Numero de
semana muestras 0 0 18 18 19 19
25 Media . . 1431,45| 2,51 854,79 | 2,10
Desviacion tipica . . 1818,58 | 1,16 | 1905,36 | 0,96
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“ CONTROL SANO
W RAR
B RAR+TFD

T. denticola
(log n2 copias cuantificadas)

screening semana 5 semana 13 semana 25

Figura 24: Evolucion de la mediay la desviacion tipica de 7. denticola segtin grupo.
(*) Indica diferencias significativas (p<0,05) respecto al grupo control sano.

 CONTROL SANO
“RAR
M RAR+TFD

P. intermedia
(log n2 copias cuantificadas)

screening semana 5 semana 13 semana 25

Figura 25: Evolucion de la media y la desviacion tipica de P intermedia segin
grupo. (*) Indica diferencias significativas (p<0,05) respecto al grupo control sano.




2. Variables microbioldgicas

CONTROL SANO
RAR
3 B RAR+TFD
S
£ 5
c *
4 g 4 * * *
T o * * * *
£, l ( I
V%
8 2 - 2,62 2,48 2,49 2,51
s 1
o l
<)
=0 O,Lg . ‘
screening semana 5 semana 13 semana 25

Figura 26: Evolucion de la media y la desviacion tipica de C. rectus segun grupo.
(*) Indica diferencias significativas (p<0,05) respecto al grupo control sano.

Resumen

La periodontitis ha producido un aumento de la carga bacteriana
de A. actinomycetemcomitans, R gingivalis, T. forsythia, T. denticola, P
intermediay C. rectus. Mientras que el tratamiento RAR no ha modificado la
carga bacteriana de A. actinomycetemcomitans, cuando se ha combinado
con TFD se ha reducido la carga hasta alcanzar los valores propios de
los individuos sanos. Tanto el tratamiento RAR como RAR+TFD han sido
efectivos en la disminucion de la carga bacteriana de P gingivalis y de T.
forsythia.

Por ultimo, ninguno de los dos tratamientos ha modificado la carga
bacteriana de 7. denticola, P intermediay C. rectus, que al final del estudio

ha permanecido incrementada.
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3. Variables bioquimicas

3.1. Sustancias proinflamatorias
3.1.1.IL-1B

La tabla 24 recoge los resultados descriptivos de la evolucion de la
concentracion de IL-1B a lo largo del tratamiento. Los valores iniciales de
los pacientes con periodontitis fueron mas elevados al inicio del estudio
que los controles sanos, con diferencias significativas (p=0,05). Ambos
tratamientos han producido la disminucidn significativa de los valores de
IL-1B ( p<0,05) sin diferencias entre ellos (p=0,180). Al final del periodo de
estudio tanto los pacientes del grupo RAR como los del grupo RAR+TFD
han reducido los valores de IL-1B hasta alcanzar los valores similares a los

del grupo control sano (Figura 27).

Tabla 24: Evolucion de la media y la desviacion tipica de IL-1B segun grupo.

GRUPO
IL-1B (pg/ml) CONTROL
RAR RAR + TFD
SANO
Nuamero de
20 18 19
screening muestras
Media 50,87 88,35 99,50
Desviacion tipica 29,73 59,93 73,95
Nuamero de
semana muestras 0 18 19
° Media . 62,76 59,47
Desviacion tipica ) 60,45 42,91
Namero de
semana muestras 0 18 19
13 Media . 47,11 44,00
Desviacion tipica . 57,30 42,47
Namero de
semana muestras 0 18 19
25 Media . 43,99 48,91
Desviacion tipica . 78,31 48,63
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CONTROL SANO
RAR
- B RAR+TFD
200 %

—_ *

E 150 - + ¢

> [ L] ¢ L

2 100 [ [ *

o

T, | | 883

50,9 62,8 47,1 43,9
0 T T T
screening semana 5 semana 13 semana 25

Figura 27: Evolucion de la media y la desviacion tipica de IL-1B segun grupo.
(*) Indica diferencias significativas (p<0,05) respecto al grupo control sano. (¢)
Indica diferencias significativas respecto a RAR en la visita de screening (p<0,05).
%ot-) Indica diferencias significativas respecto a RAR+TFD en la visita de screening

p<0,05).

3.1.2. IL-6

La tabla 25 recoge los resultados descriptivos de la evolucion de
IL-6 a lo largo del tratamiento. Los valores iniciales de los pacientes
con periodontitis aparecian aumentados respecto a los controles sanos
(p<0,001). El tratamiento periodontal no ha disminuido los valores de IL-6
y como consecuencia, al final del estudio los pacientes de ambos grupos
seguian manteniendo valores de IL-6 significativamente superiores a
los controles sanos (p<0,001). No hay diferencias entre los distintos

tratamientos (p>0,05) (Figura 28).
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Tabla 25: Evolucion de la media y la desviacion tipica de IL-6 segun grupo.

IL-6 (pg/ml) CONTROL
SANO RAR + TFD
e
screening
Media 10,11 31,18 34,00
Desviacion tipica 5,94 7,32 10,91
Numero de
semana muestras 0 18 19
5 Media . 27,03 32,00
Desviacion tipica . 10,31 11,92
Numero de
semana muestras 0 18 19
13 Media . 29,22 31,70
Desviacion tipica . 7,30 9,89
Nuamero de
semana muestras 0 18 19
25 Media . 26,66 30,07
Desviacion tipica . 7,64 10,82
“ CONTROL SANO
100 B RAR
75 - W RAR+TFD
£ .
& * X *
b
=
screening semana 5 semana 13 semana 25

Figura 28: Evolucion de la media y la desviacion tipica de IL-6 segun grupo. (*)
Indica diferencias significativas (p<0,05) respecto al grupo control sano.
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3.1.3. TNF-a

La tabla 26 recoge los resultados descriptivos de la evolucion de
TNF-a a lo largo del tratamiento. Los valores iniciales de los pacientes con
periodontitis fueron mas elevados en la visita 2 que los controles sanos, con
diferencias significativas (p=0,003). Dentro de cada grupo, se ha producido
una disminucion con el tiempo, que se ha hecho mas patente al finalizar los
tratamientos (p<0,05). La disminucién de la TNF-a ha sido similar en los
grupos RAR y RAR+TFD a lo largo del seguimiento (p=0,410), alcanzando

en ambos casos valores similares a los controles sanos (Figura 29).

Tabla 26: Evolucion de la media y la desviacion tipica de TNF-a segun grupo.

GRUPO
TNF-a (pg/ml)
CONTROL RAR RAR + TFD
Numero de 20 18 19
. muestras
screening
Media 127,51 168,78 217,20
Desviacion tipica 27,85 74,19 114,62
Numero de
semana muestras 0 18 19
5 Media . 201,15 223,88
Desviacion tipica . 111,90 104,64
Numero de
semana muestras 0 18 19
13 Media . 175,66 212,68
Desviacion tipica . 105,49 112,57
Numero de
semana muestras 0 18 19
25 Media . 99,74 125,86
Desviacion tipica . 100,42 117,82
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CONTROL SANO
RAR
B RAR+TFD
500
= 400 - * * * *
£ *
= R L
g 300 * [ ]_ .
E 200 - T T
Z 100  mlwiess 201,2 175,7
127,5 99.7
0 T T T
Screening semana 5 semana 13 semana 25

Figura 29: Evolucion de la media y la desviacion tipica de TNF-a seguin grupo.
(*) Indica diferencias significativas (p<0,05) respecto al grupo control sano. (¢)
Indica diferencias significativas respecto a RAR en la visita de screening (p<0,05).

?Y.) Indl;:a diferencias significativas respecto a RAR+TFD en la visita de screening
p<0,05

3.2. Sustancias reguladoras del metabolismo 6seo
3.2.1. RANK-L

La tabla 27 recoge los resultados descriptivos de la evolucion de
RANK-L a lo largo del tratamiento. En la visita de screening los valores
de los pacientes con periodontitis aparecian aumentados respecto a los
controles sanos (p<0,05), sin presentar diferencias entre los grupos RAR
y RAR+TFD (p>0.05). Ambos tratamientos han disminuido los valores
de RANK-L devolviéndolos a los niveles control, sin diferencias entre los
grupos por lo que no hay evidencia estadistica para hablar de una evolucion
distinta de los pacientes periodontales de uno y otro grupo (p=0,18). En la
semana 13 el tratamiento con TFD ha disminuido significativamente los
valores de RANK-L (p=0,03), respecto al valor inicial mientras que en RAR

esta disminucién no ha sido significativa (Figura 30).
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Tabla 27: Evolucion de la media y la desviacion tipica de RANK-L segun grupo.

RANK-L (pg/ml) CONTROL
SANO RAR + TFD
Nudmero de 20 18 19
. muestra
screening
Media 627 842 789
Desviacion tipica 132 411 431
Nudmero de 0 18 19
semana muestras
5 Media . 773 780
Desviacion tipica . 393 587
Numerto de 0 18 19
semana muestras
13 Media . 705 473
Desviacion tipica . 559 355
Numerto de 0 18 19
semana muestras
25 Media . 519 570
Desviacion tipica . 349 353
" CONTROL SANO
" RAR
B RAR+TFD

RANK-L (pg/ml)

screening semana 5 semana 13 semana 25

Figura 30: Evolucion de la media y la desviacion tipica de RANK-L segun grupo.
(*) Indica diferencias significativas (p<0,05) respecto al grupo control sano. (¢)
Indica diferencias significativas respecto a RAR en la visita de screening (p<0,05).
%) Indica diferencias significativas respecto a RAR+TFD en la visita de screening
p<g 85; (#) Indica diferencias significativas respecto a RAR en la semana 13
p<0,05).
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3.2.2. OPG

La tabla 28 recoge los resultados descriptivos de la evolucion de
OPG a lo largo del tratamiento. Los valores iniciales de los pacientes
con periodontitis aparecian disminuidos respecto a los controles sanos
(p<0,05) sin presentar diferencias entre los grupos RARy RAR+TFD (p>0.05).
Tanto en el grupo RAR como en el de RAR+TFD, los valores de OPG han
permanecido practicamente constantes a lo largo del tiempo. Al finalizar
el estudio los valores de OPG han sido significativamente menores que los

niveles de los controles sanos en ambos tratamientos (p< 0,05) (Figura 31).

Tabla 28: Evolucion de la media y la desviacidn tipica de OPG segtn grupo.

OPG (pg/ml) CONTROL

SANO RAR + TFD
Numero de 20 18 19
. muestras
screening
Media 2169 1304 1456
Desviacion tipica 1092 787 805
Numero de
semana muestras 0 18 19
5 Media . 1678 1459
Desviacion tipica . 880 1004
Numero de
semana muestras 0 18 13
13 Media . 1532 1260
Desviacion tipica . 1153 768
Numero de
semana muestras 0 18 13
25 Media . 1209 1359
Desviacion tipica . 534 1023
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CONTROL SANO
3500 RAR
u +
3000 - . RAR+TFD
= * ®*
E 2500 * *
2 * *
E 2000 2169 *
o
1500 - 1678 P [
1304 1209
1000 T ‘
screening semana 5 semana 13 semana 25

Figura 31: Evolucion de la media y la desviacion tipica de OPG seguin grupo. (*)
Indica diferencias significativas (p<0,05) respecto al grupo control sano.

3.2.3. Cociente RANK-L/OPG

La tabla 29 recoge los resultados descriptivos de la evolucion de
cociente RANK-L/OPG a lo largo del tratamiento. El valor del cociente
RANK-L/OPG del grupo control sano fue menor que en pacientes con
periodontitis, al inicio del estudio (p<0,05). Sin presentar diferencias entre
los grupos RAR y RAR+TFD (p>0.05). En la semana 13, la variacion del
cociente en el grupo RAR+TFD ha sido mayor que en el grupo RAR. En
este caso los valores del grupo RAR+TFD se han aproximado a los valores
controles sanos (p>0,05), mientras que en el grupo RAR han presentado
diferencias significativas frente al control sano. El tratamiento ha producido
una reduccion significativa (p<0,05) de patron similar en RAR y RAR+TFD
lo que ha llevado a una situacion final de homogeneidad entre el grupo
control sano y los grupos RAR y RAR+TFD (p>0,05) (Figura 32).
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Tabla 29: Evolucion de la media y la desviacion tipica del cociente RANK-L/OPG
segun grupo.

RANK-L/OPG CONTROL
SANO RAR + TFD
Numero de 20 18 19
. muestras
screening
Media 0,38 1,06 0,85
Desviacion tipica 0,23 0,95 0,81
Numero de
semana muestras 0 18 19
5 Media . 0,85 0,86
Desviacion tipica . 1,03 0,78
Numero de
semana muestras 0 18 19
13 Media . 0,89 0,51
Desviacion tipica . 1,16 0,32
Numero de
semana muestras 0 18 19
25 Media . 0,51 0,63
Desviacion tipica . 0,35 0,53
" CONTROL SANO
B RAR
25 - B RAR+TFD

RANK-L / OPG

screening semana 5 semana 13 semana 25

Figura 32: Evolucion de la media y la desviacion tipica del cociente RANK-L/
OPG segun grupo. (*) Indica diferencias significativas (p<0,05) respecto al grupo
control sano. (#) Indica diferencias significativas respecto a RAR en la visita de
screening (p<0,05). (%) Indica diferencias significativas respecto a RAR+TFD en la
visita de screening (p<0,05). (#) Indica diferencias significativas respecto a RAR
en la semana 13 (p<0,05).
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Resumen

En la periodontitis, los marcadores proinflamatorios: IL-1B, IL-6 y
TNF-a, poseian una concentracion en fluido crevicular mayor que en
sujetos sanos. Respecto a los marcadores del metabolismo dseo, mientras
gue RANK-L estaba incrementado, los niveles de OPG eran menores.
Consecuentemente el valor del cociente RANK-L/OPG se encontraba
incrementado respecto alos controles. Independientemente del tratamiento
recibido, la concentracion de TNF-q, IL-1B disminuia, llegando a valores
similares a los de los controles sanos sin modificaciones en los niveles de

IL-6 que seguian siendo elevados al final del tratamiento.

Tanto el tratamiento con RAR como con RAR+TFD han disminuido
los niveles de RANK-L, mientras que no se han modificado los de OPG.
Consecuentemente, se ha producido una disminucion del cociente RANK-L/
OPG.

4. Valoracion de los efectos adversos de la TFD

No se ha observado ningun efecto adverso como inflamacién o tincion
gingival atribuible al tratamiento coadyuvante de TFD sobre los tejidos

periodontales de los pacientes del grupo RAR+TFD.
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1. Justificacion de la muestra, de la terapia coadyuvante y de
los parametros estudiados

Lamuestrade pacientes periodontales del presente estudio, constituida
por 40 individuos es muy similar a la del estudio Carvalho et al.,'*® aunque
la inclusion de un tercer grupo de 20 pacientes sanos, es una variante
que no hemos observado en ninguno de los estudios incluidos en nuestra
revision sistematica. Obtener este grupo control constituido por individuos
sistémica y periodontalmente sanos, nos proporciona una ventaja a la hora
derealizar comparaciones puesto que lametodologiaempleada eslamisma
que la que se ha utilizado en los pacientes periodontales y no esta sujeta
a comparaciones con otros estudios que presentan gran heterogeneidad
en los resultados, bien por diferencias en los parametros de estudio, o
bien por el uso de diferentes métodos de determinacion, unidades u otras

variaciones metodoldgicas.

Se realizo el estudio en pacientes con periodontitis cronica por su alta
prevalencia.'®' A pesar de esto, la seleccion de la muestra fue dificil debido
a los estrictos criterios de exclusion, que especificaban que los pacientes
aunque periodontalmente afectados, debian estar sistémicamente sanos 'y
no tomar o haber tomado ninguna medicacion que alterase la evaluacion
del tratamiento o haber recibido RAR en los ultimos seis meses, no ser
fumador, o presentar una higiene oral deficiente. Todos estos criterios de
exclusion se asocian normalmente a pacientes periodontales cronicos, ya
que suelen ser fumadores,'®? presentar una edad avanzada'®® que puede
asociarse a laingesta de algun tipo de medicacion ademas de no presentar
una higiene bucal adecuada.’® '8 Ademas, si los pacientes ya estan
incluidos en un programa de mantenimiento periodontal, es muy probable
que hayan recibido RAR al menos cada 6 meses.'®® Estas limitaciones
dificultaron encontrar los pacientes periodontales crénicos adecuados

para nuestro estudio.
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Decidimos utilizar como terapia coadyuvante al RAR la TFD por ser
un método no quirdrgico, econdmicamente aceptable,'® que no genera
resistencias,'?® es inocuo sobre los tejidos dentales® y que ha demostrado
ser eficaz ante patdégenos periodontales como Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, bacteria con capacidad de invasion de los tejidos
periodontales,'® debido a que el agente fotosensibilizante atraviesa el
epitelioy el tejido conectivo.' Larealizacion del RAR previo es fundamental
porque la TFD no puede por si sola eliminar calculo subgingival residual,
responsable de mantener una base para la nueva formacion de biopelicula
bacteriana.®’ Ademas, el RAR permite una desorganizacion de la biopelicula
subgingival (que supone un medio protector para los microorganismos),
lo cual facilita las acciones de la TFD sobre las bacterias en estado
planctonico.’® Aunque el nuevo crecimiento y recolonizacion de las bolsas
se produce de forma temprana, entre los tres y siete dias postratamiento,
la microflora subgingival esta alterada.’' Sin embargo, las bacterias
periodontopatogenas no se reorganizan en una nueva biopelicula hasta
aproximadamente 60 dias tras el RAR,* de ahi la importancia de la terapia
de mantenimiento periodontal. Puesto que la TFD se usa para evitar la
reorganizacion de la biopelicula al erradicar los patogenos periodontales, es
posible que su aplicacion multiple aumente la efectividad del tratamiento.
Este es el motivo por el que en nuestro estudio utilizamos tres sesiones de

TFD en vez de una unica sesion utilizada en la mayoria de estudios.'24 135159

A las ventajas anteriores, se les puede anadir efectos positivos sobre la
inflamacion, cicatrizacion de tejidos blandos y 6seos, ademas de disminuir
la hipersensibilidad dentaria y el dolor postratamiento.’?Por otra parte, en
nuestro estudio se ha utilizado conjuntamente el fotosensibilizador y el
laser ya que su uso individualizado no desencadena efectos suficientes

para destruir las bacterias'® ni producir cambios clinicos.*

La eleccion de los parametros clinicos, bioquimicos y microbioldgicos

en nuestro estudio obedece a que la periodontitis se considera una



1.Justificacion de la muestra, de la terapia coadyuvante y de los parametros
estudiados

enfermedad de origen inflamatorio producida por la respuesta de la
inmunidad a la presencia de bacterias periodontopatégenas. En este
sentido, nuestro estudio permitira dilucidar si la terapia fotodinamica
es capaz de mejorar alguno de estos parametros respecto a la terapia

periodontal basica.

La eleccién de las pautas de revaluacion es similar a la de estudios

previos que utilizan la TFD como coadyuvante.'- '3

2. Limitaciones del estudio

En cualquier estudio clinico controlado aleatorizado se debe tener en
cuentasus limitaciones, previamente al analisis delosresultados. Unadelas
limitaciones que se presento en la seleccion de la muestra, fue que a pesar
de controlar un numero considerable de variables, no contemplabamos
la predisposicion genética del paciente a la enfermedad periodontal,
basada por ejemplo en el polimorfismo de los genes que intervienen en la
produccion de citoquinas y que influyen en una mayor afectacion o menor
eficacia del tratamiento convencional, pudiendo establecerse diferencias
entre los pacientes que desconocemos y que pueden variar el resultado

global del estudio.'

Otra limitacion relacionada con los parametros clinicos es la
subjetividad de alguno de ellos como el analisis de la movilidad dental
o el grado de afectacion de furca. Sin embargo los resultados referentes
a profundidad de sondaje, recesion y nivel de insercién clinica son mas
objetivos. En este caso, hay que considerar que no se ha utilizado una sonda
de presién controlada (ejercida sobre el fondo de la bolsa periodontal)
por lo que no tenemos la seguridad de que se ejerce la misma presion en
cada medicion. Con la sonda manual ejercemos una fuerza aproximada

de 20 gramos, que aunque no esta calibrada es facil de controlar, pues es
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igual a la presion que se ejerce cuando se deja la sonda apoyada por su
propio peso sobre una superficie, si ejercemos mas presion las medidas
pueden cambiar y la evaluacion del sangrado al sondaje puede dar falsos
positivos.'?® Aunque posible, la cualificacion de nuestro examinador, con un
alto porcentaje de coincidencia entre los valores en la toma de mediciones,

hace improbable que se cometa este error metodoldgico.

El estudio de las variables microbioldgicas y bioquimicas se llevo a
cabo mediante el analisis de la bolsa periodontal mas profunda de cada
cuadrante que asumimos como representativas de toda la boca. Dada la
escasez de volumen de fluido crevicular, todas las muestras se procesaron
conjuntamente por lo que perdemos la perspectiva del analisis y evolucién
individual a favor del global. El volumen real del fluido crevicular puede
verse afectado por varios factores, como la velocidad de flujo,™" el trauma
gingival,’®® la evaporacion de las muestras,'® la repeticion de la toma de

muestra'®® y la contaminacion por placa bacteriana, saliva o sangre.

3. Evolucion de los parametros en el tratamiento de la
periodontitis: efecto de la terapia fotodinamica

El objetivo de este estudio clinico controlado aleatorizado simple ciego
ha sido evaluar los efectos adicionales de la terapia fotodinamica como
coadyuvante del RAR en el tratamiento de la periodontitis cronica. Para
ello se ha determinado el efecto del RAR sobre los parametros clinicos,
microbioldgicos y bioquimicos y se han comparado con los efectos
logrados por la combinacion del RAR y la TFD. Las determinaciones
microbioldgicas y bioquimicas se han realizado sobre muestras de fluido
crevicular tomadas al inicio (visita de screening) y alas 5,13y 25 semanas
del tratamiento siempre en las mismas localizaciones. A lo largo del
protocolo del estudio de seis meses de duracidn, los pacientes han sido

sometidos a tres sesiones de TFD.
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3.1. Evolucion de los parametros clinicos en el tratamiento de
la periodontitis: efecto de la terapia fotodinamica

Los parametros clinicos constituyen un indicativo de la efectividad del
tratamiento. En este sentido, nuestros resultados indican que los pacientes
afectados de periodontitis cronica, presentan un aumento de la profundidad
de sondaje, recesion clinica, sangrado al sondaje, indice de placay volumen
de fluido crevicular. De igual forma, estaban incrementados el grado de
afectacion de furca, el nivel de insercidn clinica y la movilidad dental. El
tratamiento periodontal basico producia una mejoria significativa en el
indice de placa, la profundidad y el sangrado al sondaje y el volumen de
fluido crevicular, sin cambios en la movilidad de los dientes y en el grado de
afectacion de furca y con aumento de la recesion clinica durante los seis
meses de duracion del tratamiento. Puesto que el aumento de la recesion
era clinicamente irrelevante (una diferencia de 0,1 mm) la mejoria en el nivel
de insercion se producia como consecuencia de una menor profundidad
de sondaje,*® posiblemente debido a la formaciéon de una adherencia
epitelial larga.?’ Nuestros resultados coinciden con estudios previos?202203
en cuanto a la evolucion del tratamiento periodontal basico. Los efectos
del tratamiento sobre la profundidad de sondaje eran practicamente
inmediatos. La disminucion de la profundidad de sondaje alcanzaba valores
maximos ya en la quinta semana debido a la eliminacion de los factores
etioldgicos (placay calculo subgingival) y su consecuente desinflamacion.
La terapia de soporte periodontal (13 semana) y una correcta higiene
bucal, aunque no producen una mejoria adicional significativa sobre la
profundidad de sondaje, son necesarias para que no se reproduzcan las
condiciones periodontales iniciales. La reduccion media de la profundidad
de sondaje a lo largo del tratamiento era de 2.07 mm en el grupo RAR y
de 1.9 mm en el grupo RAR+TFD en dientes con profundidad de sondaje

inicial = de cinco mm. Estos resultados son cualitativamente similares a
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los descritos en otros trabajos'**1%° aunque cuantitativamente la reduccion
en nuestro caso es mayor (2 mm frente a 1 mm). Estas diferencias pueden
ser debidas a diferencias metodolégicas. Mientras que en nuestro estudio
la TFD se aplicaba en tres sesiones, en estos estudios solo se aplicaba una

vez.

Tanto el sangrado al sondaje como el volumen de fluido crevicular
evolucionaban de forma similar a la profundidad al sondaje. En la semana
cinco seobteniaunadisminuciondel 44% en el sangrado al sondajey del 37%
en el volumen de fluido crevicular. Estos valores se mantenian constantes
alolargo de los seis meses de estudio. A pesar de estas disminuciones, no
se llegaban a alcanzar los valores que presentan los sujetos sanos, lo que
sugiere que el tratamiento periodontal basico no resuelve por completo
la inflamacion, debido posiblemente a la dificultad de un adecuado RAR
en areas de dificil acceso y a la recolonizacion desde otros reservorios
bacterianos orales localizados en la lengua, mucosa, saliva, amigdalas
o en el interior de los tejidos blandos.?** Ademas de esta transmision
entre nichos, puede darse una transmision entre individuos y provocar la

recolonizacion de las bolsas periodontales por periodontopatégenos.?%®

En general, los pacientes con periodontitis, con una pobre higiene
bucal, presentan un indice de placa bacteriana mas elevado que los
pacientes de nuestro estudio (2-3 vs 1,09). Este menor indice de placa es
la consecuencia de los criterios de exclusion puesto que se han excluido
los pacientes con indice de placa (cédigo dos) en mas de un 30% de los

dientes.

El tratamiento periodontal basico producia una reduccion en el indice
de placa bacteriana de un 36% en la quinta semana mientras que la
combinacion de RAR y TFD suponia una mejoria del 51%. A partir de este
momento, los sucesivos tratamientos no suponian una mejora adicional
del indice de placa. Esta mayor reduccion puede ser debida a que la TFD

evite la reorganizacion de la biopelicula, sin embargo, puesto que se ha



3. Evolucion de los parametros en el tratamiento de la periodontitis: efecto de la
terapia fotodinamica

demostrado que la terapia coadyuvante de TFD no puede eliminar por ella
misma toda la biopelicula en la que se organiza la placa bacteriana,®
parece probable que las diferencias encontradas entre los grupos a la
quinta semana sean debidas a un mayor grado de motivacion por parte de
los pacientes que reciben TFD (efecto Hawthorne), que se traduce en una

mayor higiene.

La periodontitis cronica incrementa la movilidad dental 2y el grado
de afectacion de furca respecto a la poblacion sana.?°” A pesar de que son
los parametros clinicos mas subjetivos ya que pueden estar influenciados
por la dificultad en la exploracion o incluso la intervencion de otros factores
no analizados en este estudio (como la sobrecarga oclusal), el tratamiento

con RAR o con RAR+TFD no modificaba estos parametros.

Del analisis de los resultados de los parametros clinicos, podemos
deducir que en nuestras condiciones experimentales, la combinacién
de las sesiones de terapia fotodinamica con el tratamiento periodontal
basico no mejoraban los parametros clinicos estudiados. Estudios previos
que combinan la TFD con el RAR presentan resultados contradictorios.
Mientras que algunos estudios muestran que la TFD como tratamiento
coadyuvante del RAR mejora los parametros clinicos comparado con
el RAR'7%0 otros no encuentran beneficios adicionales.’® %5 A pesar de
los numerosos estudios existentes, por ahora no es posible realizar una
comparacion entre todos ellos debido a las variaciones en las condiciones

de aplicacion de la TFD o en el disefio experimental.?%®

Existe un menor nimero de estudios en el que se realicen aplicaciones
multiples de TFD. Yilmaz et al.’®? aplicaba seis sesiones de TFD en un
periodo de 11 dias y evaluaba los resultados a los 32 dias. En estudios
mas recientes se aplicaban cuatro sesiones a intervalos de siete dias y se
evaluaban los resultados a los tres meses'' o cuatro sesiones a intervalos
de tres meses y se evaltan a los 12 meses.'® Excepto en el estudio de

Franco et al.,'" donde se describe una mejoria significativa en el sangrado,
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en el resto de parametros clinicos estudiados no se observaba que la TFD
produjera una mejoria adicional, a pesar de la aplicacion multiple de la
TFD.

3.2. Evolucion de los parametros microbiologicos en el
tratamiento de la periodontitis: efecto de la terapia fotodinamica

El estudio de las variables microbiolégicas se realizé en el fluido
crevicular, determinando los niveles de expresion génica de las bacterias

implicadas en la periodontitis cronica.

Como cabe esperar, todos los pacientes periodontales presentaban
un aumento de la carga bacteriana de A. actinomycetemcomitans, R
gingivalis, T. forsythia, T. denticola, P intermedia 'y C. rectus.?® A pesar
de que nuestros resultados no revelaban diferencias en los parametros
clinicos entre los pacientes sometidos a RAR y los que ademas reciben
TFD, si que se observaba una disminucion significativa de la carga
bacteriana de A. actinomycetemcomitans, bacteria con capacidad de
invasion de los tejidos periodontales,'®® al combinar RAR+TFD, mientras
que al aplicar el tratamiento RAR no se modificaba la carga bacteriana de
A. actinomycetemcomitans. Estas diferencias pueden ser debidas a que el
agente fotosensibilizante utilizado en la TFD, atraviesa el epitelio y tejido
conectivo y destruye la bacteria.’® Puesto que la carga bacteriana de A.
actinomycetemcomitans era resistente al tratamiento periodontal basico,
esto podria justificar el uso de la TFD como terapia complementaria puesto
que aumenta la efectividad. Inicialmente, estudios /n vitro demostraron que
el uso de fotosensibilizadores a una longitud de onda especifica, reducian
significativamente los niveles de bacterias orales.?'® Esta disminucion de
la carga bacteriana de A. actinomycetemcomitans se produce sin provocar
danos en los tejidos periodontales.’® ?'' Resultados similares se han

descrito en un estudio a boca partida de seis meses de duracion con una
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sola aplicacion de TFD.'%3

La carga bacteriana de PR gingivalis y T. forsythia disminuia
significativamente en ambos grupos hasta alcanzar los valores propios
de los individuos sanos, sin diferencias entre ellos. Estudios /n vivo en
cultivos microbiolégicos obtenian resultados similares.’® Aunque para
P gingivalis y T. forsythia cabria esperar una respuesta similar a la de A.
actinomycetemcomitans puesto que estas bacterias también son capaces
depenetrarenlostejidos gingivales,eneste caso parece que el uso exclusivo
de RAR seria suficiente para disminuir la carga bacteriana de P gingivalis
y T. forsythia.?* 23 Una posibilidad consiste en que la penetracion de la P
gingivalisy T. forsythia sea menor que para la A. actinomycetemcomitans
por lo que solo el RAR es capaz de disminuir la carga bacteriana. En apoyo
de esta idea, tanto el tratamiento con RAR como con RAR+TFD devuelven

su carga bacteriana hasta niveles similares a los de la poblacion sana.

Lacargabacterianade 7. denticola, P intermediay C. rectus permanecia
incrementada al final del estudio. Estos resultados indican que el RAR o el
RAR+TFD no son tratamientos efectivos en la eliminacién de estas bacterias
y permanecen elevados respecto a la poblacion sana. Puede que el motivo
de que no bajen los niveles de estas bacterias sea debido a que las bacterias
en general pueden encontrarse en otros reservorios: irregularidades de la
superficie radicular, tubulos dentinarios, la superficie dorsal de la lengua,
mucosa bucal, paladar y amigdalas;?'* por lo que la completa eliminacién
de las mismas mediante RAR o RAR+TFD es insuficiente ya que soélo se
centra en eliminar las bacterias de la bolsa periodontal y no del resto
de nichos. Son necesarios estudios complementarios para dilucidar el
tratamiento mas adecuado para la destruccion de estas bacterias. En un
estudio reciente de grupos paralelos de Carvalho et al.,'s® se obtiene un
resultado similar para 7. denticola. (PCR), al aplicar TFD como coadyuvante
al RAR en el grupo test en cuatro ocasiones y evaluar su efecto durante 12

meses.
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En el presente estudio los niveles medios de carga bacteriana
disminuian para R gingivalis y T. forsythia pero no para T. denticola, P,
intermedia 'y C. rectus, sin diferencias entre los grupos. Unicamente A.
actinomycetemcomitans disminuia su carga cuando RAR se utilizaba
conjuntamente con la TFD. Diversos estudios demuestran que las
bacterias gram positivas son susceptibles a la inactivacion fotodinamica,
mientras que las bacterias gram negativas son resistentes a muchos
de los fotosensibilizadores utilizado en TFD.?'® En nuestro estudio se ha
utilizado el azul de metileno como fotosensibilizador por su seguridad
y efectividad en la inactivacion de bacterias periodontales patdgenas
gram positivas y gram negativas.’> 1“3 Este beneficio probablemente
sea debido a que el azul de metileno activado produce radicales libres y
oxigeno singlete, cuyas reacciones son responsables del dafio irreversible
en la membrana citoplasmatica bacteriana, incluyendo la modificacion
de proteinas, la ruptura de la cadena respiratoria y alteraciones de acidos
nucleicos.”™” Puesto que las bacterias periodontopatégenas también
pueden invadir el tejido periodontal tras el RAR, la combinacion del RAR
con TFD, como coadyuvante del tratamiento antimicrobiano puede ser muy
util sobre todo cuando la carga bacteriana de A. actinomycetemcomitans

este incrementada.

Si bien estos resultados son dificiles de interpretar debido a la
gran variedad de protocolos utilizados en estudios similares, nuestros
resultados presentan ciertas analogias con estudios previos. Por ejemplo,
Christodoulides et al.’®" en un estudio a seis meses de grupos paralelos y
una sola aplicacién de TFD no obtuvo ninguna diferencia en los resultados
de PCR entre los grupos de tratamiento (RAR Y RAR+TFD) para ninguna
de las bacterias periodontales estudiadas (A. actinomycetemcomitans,
P gingivalis, T. forsythia, T. denticola, P intermedia, C. rectus). Lo mismo
ocurria en el estudio previo a boca partida de Yilmaz et al.,'*? que valoraba

seis aplicaciones de TFD como coadyuvante al RAR en seis ocasiones
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durante 32 dias.

Los cambios en la composicion bacteriana después del tratamiento
periodontal constituyen la base para la cicatrizacion periodontal que se
expresa como reducciones en la profundidad de sondaje y mejorias en
el nivel de insercion clinica.?”® En nuestro estudio ambos tratamientos
disminuian por igual la profundidad de sondaje y aumentaban de forma
similar la ganancia del nivel de insercidn clinica, lo cual significa que la TFD
no aporta beneficios adicionales al tratamiento periodontal basico que se

reflejen en una mejora de los parametros clinicos.

3.3. Evolucion de los parametros bioquimicos en el tratamiento
de la periodontitis: efecto de la terapia fotodinamica

Son pocos los estudios que relacionen la carga bacteriana
periodontopatdgena con el estado proinflamatorio que presenta el paciente
periodontal y el uso de la TFD como coadyuvante al RAR. La reaccion
inflamatoria local libera citoquinas responsables de la propagaciéon de
la inflamacion al tejido gingival y éseo. Desde este punto de vista, para
valorar los efectos de la TFD sobre la inflamacion y metabolismo 6seo,
hemos determinado las concentraciones de IL-1B, IL-6, TNF-a, RANK-L
y OPG como marcadores representativos de los procesos inflamatorio y

dseo respectivamente.

En nuestro estudio, los pacientes periodontales presentaban unas
concentraciones de marcadores proinflamatorios, IL-1B, IL-6, TNF-a
mayores que los sujetos sanos, en respuesta a la carga de bacterias
periodontopatogenas responsables de inducir y mantener la respuesta
inflamatoria.?'® Estos resultados indicaban que IL-1B, IL-6, TNF-a juegan un
papel fundamental en la etiopatogenia de la periodontitis.?'” El tratamiento
periodontal basico disminuia los niveles de TNF-a y de IL-1B devolviendo

los valores a los niveles de los sujetos sanos, indicando la efectividad
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del tratamiento en la reduccion de la inflamacion. Nuestros resultados
coinciden con trabajos previos y aportan datos indicativos de que la
terapia periodontal basica es un método efectivo para la disminucién de la

inflamacion.s8 218

Dado que el aumento de IL-1B y TNF-a se ha relacionado con una
mayor produccion de IL-6,5%%° cabia esperar que la disminucion de IL-18
y TNF-a conllevara a una disminucion de IL-6. Sorprendentemente, en
nuestro estudio no se modificaban los niveles de IL-6 pese a la disminucion
de los niveles de IL-1B8 y TNF-a. Estos resultados indican que la regulacion
de la secrecion de IL-6 no parece que se encuentre bajo el control exclusivo
de IL-1B y TNF-a. En un ensayo clinico previo, tampoco se han descrito

diferencias en los niveles de IL-6.24

Puesto que IL-6 también es capaz de estimular la sintesis de IL-13
y TNF-a ademas de aumentar la atraccion y activacion de neutréfilos al
tejido periodontal inflamado, es posible que sus niveles no disminuyan
debido a la carga bacteriana residual que no se ha logrado erradicar con
el tratamiento. La eficacia de la TFD como tratamiento antibacteriano'®
cabria esperar que se tradujese en una mejoria del proceso inflamatorio y
por consiguiente de los marcadores inflamatorios. Sin embargo, el hecho
de que la reduccion de estos marcadores era practicamente la misma en
RAR que en RAR en combinacion con TFD, indica que la TFD no aporta una

mejoria adicional en la inflamacion.

Incluso teniendo en cuenta las diferencias metodoldgicas ya
comentadas que afectan basicamente a las caracteristicas de la aplicacion
de la TFD, los resultados previos no son concluyentes, es mas, apuntan
en algunos casos en sentido contrario. Pourabbas et al.,’s® observaron
una mejoria adicional a los tres meses, con una reduccion de las
concentraciones de TNF-q, pero no de IL-1B al aplicar TFD conjuntamente
con RAR respecto al RAR. El uso combinado de terapia fotodinamica con

laser de baja intensidad, reduce los niveles de IL-18 en fluido crevicular.?'
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La aplicacion de RAR+TFD disminuye el incremento de los niveles de TNF-a
producido tras RAR."%® Nuestros resultados estan mas en consonancia con
los descritos por Ramos de Oliveira et al.,'® en periodontitis agresiva, donde
el tratamiento con RAR+TFD no mejoraba los niveles de TNF-a respecto a

la disminucidn producida con RAR.

La diversidad de resultados en diferentes estudios apoya la idea de
que la producciéon de mediadores inflamatorios difiere con la localizacion
de las bolsas periodontales y entre individuos, ademas de la influencia de

factores genéticos??’y la composicion de la flora periodontopatdgena.??'

Las interleuquinas de la inmunidad innata inician la respuesta
inflamatoria y conllevan a modificaciones del metabolismo 6seo0.5' El
eje RANK/RANK-L/OPG es el principal regulador de la diferenciacion
y activacion de los osteoclastos.* En nuestro estudio, los pacientes
periodontales presentaban una concentracion mayor de RANK-L y una
menor concentracion de OPG que los sujetos sanos. Por tanto, el cociente
RANK-L/OPG estaba incrementado indicando que en la periodontitis hay

un predominio de reabsorcién osea.*®

La unién de RANK con RANK-L activa la osteoclastogénesis y por tanto
favorece la destruccion 6sea. La union de RANK-L con OPG disminuye la
formacion del complejo RANK-RANK-L y por tanto se considera un factor
de proteccion frente a la osteoclastogénesis. Sustancias proinflamatorias,
incrementadas en el fluido crevicular durante la periodontitis, aumentan
los niveles de RANK-L y disminuyen los de OPG??% 22 favoreciendo la
reabsorcion dsea. Por tanto las alteraciones de los niveles de RANK-L y
OPG en el liquido crevicular son un reflejo de la respuesta bioldgica que

ocurre en la periodontitis.

Alos tres meses de nuestro estudio, los valores de RANK-L disminuyen
mas en los pacientes con RAR+TFD que los del grupo RAR. Estas diferencias

se igualan a los seis meses del tratamiento, de forma que en ambos casos
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se produce una disminucion de los valores de RANK-L sin diferencias entre
los grupos, hasta alcanzar valores similares a los de la poblacion control.
Estos cambios no afectan a los valores de OPG que contindan siendo mas
bajos que en los individuos sanos durante todo el estudio, a pesar del
tratamiento periodontal. OPG no varia, bien porque los niveles de RANK-L
se normalizan o bien porque esta unido al exceso de RANK-L y no se puede
detectar.®* En este sentido, Franco et al.,’®" encuentran a los tres meses del
tratamiento un aumento de los valores de OPG cuando el RAR se aplica con
la TFD sin mas diferencias en los marcadores del metabolismo 6seo. Las
diferencias con nuestros resultados pueden ser debidas a la metodologia

utilizada.

Por tanto, el tratamiento periodontal en nuestro estudio produce una
disminucién significativa del cociente RANK-L/OPG debido principalmente
ala disminucion de la concentracion de RANK-L. En este caso la utilizacion
de la TFD como coadyuvante al RAR ofrece una mayor proteccién en cuanto
a la disminucién temprana de la destruccion ésea. Es posible que un
aumento del niumero de sesiones de TFD en nuestro protocolo, contribuya

a minimizar la destruccion ésea inducida en la periodontitis.

En nuestra revision encontramos un estudio clinico controlado
aleatorizado sobre TFD en la periodontitis que evaltie al mismo tiempo
parametros clinicos, microbiolégicos y bioquimicos. Ademas los
resultados no siempre son comparables debido a la variedad en el nimero
de pacientes, la duracién del estudio y la ausencia de un protocolo eficaz
para la TFD.

Los resultados de este estudio mostraron que el tratamiento
coadyuvante con TFD en tres ocasiones durante un tratamiento periodontal
basico con un seguimiento de 6 meses, no produjo mejoras clinicas
adicionales, tan solo disminuyo la carga de A. actinomycetemcomitans.
significativamente respecto a RAR, y a los 3 meses hubo una disminucion

de RANK-L, que aumento posteriormente a los 6 meses. Necesitamos
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de mas estudios clinicos controlados aleatorizados a largo plazo para
corroborar los efectos clinicos, microbioldgicos y bioquimicos, de la
aplicacion de repetidas dosis de TFD, una vez establecidas las condiciones
mas apropiadas de aplicacion de TFD, antes de llegar a una conclusion
definitiva sobre la relevancia clinica de la TFD en el tratamiento de la
periodontitis cronica. Hasta la fecha no existen investigaciones sobre la
combinacidon mas efectiva de las longitudes de onda y fotosensibilizadores,
su concentracién éptimay tiempo de actuacion, la dosis 6ptima de energia
del laser, la duracidon de la radiacion y el nimero de aplicaciones de la TFD.
Es necesario realizar un protocolo reglado que acote estos parametros y
nos proporcione unas pautas de actuacion para utilizar la TFD de forma

eficaz, como coadyuvante al RAR.
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Conclusiones

1. El tratamiento basico periodontal disminuye el indice de placa, el
sangrado al sondajey el volumen del fluido crevicular sin producir cambios
en la movilidad dental ni en el grado de afectacién de furca. Ademas,
mejora los niveles de insercion clinica debido a una disminucion en la
profundidad de sondaje y a un aumento en la recesion clinica. El uso de la
terapia fotodinamica como coadyuvante, no aporta beneficios adicionales
al tratamiento periodontal basico.

2. El tratamiento periodontal produce una disminucion de la carga
bacteriana de Porphyromonas gingivalis y Tannerella forsythia sin
modificar la de Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Treponema
denticola, Prevotella intermedia y Campylobacter rectus. El uso de la
terapia fotodinamica coadyuvante disminuye la carga bacteriana de

Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

3. El tratamiento periodontal disminuye la concentracion de TNF-a e
IL-1B sin modificar la de IL-6. La terapia fotodinamica no aporta beneficios

adicionales al tratamiento periodontal basico.

4. El tratamiento periodontal disminuye el cociente RANK-L/OPG
al disminuir los niveles de RANK-L sin modificar los de OPG. La terapia
fotodindmica adelanta la reducciéon de los niveles de RANK-L y por
consiguiente constituye una ventaja adicional al uso del tratamiento

periodontal.
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