Gomez Hernandez C, Dominguez Martin A, Garcia Kass Al, Garcia Nufiez JA
Aplicacion complementaria de terapia fotodinamica y de la radiacion laser de Er:YAG al tratamiento no quirurgico de la
periodontitis cronica: estudio comparativo de sus efectos clinicos, antiinflamatorios y antimicrobianos

Aplicacion complementaria de terapia
fotodinamica y de la radiacion laser de Er:YAG
al tratamiento no quirdrgico de la periodontitis
cronica: estudio comparativo de sus efectos
clinicos, antiinflamatorios y antimicrobianos

Adjunctive application of the photodynamic therapy and the Er:YAG
laser radiation to non-surgical treatment of chronic periodontitis:
comparative study of their clinical, anti-inflammatory and
antimicrobial effects

Goémez Hernandez C*, Dominguez Martin A*, Garcia Kass Al**, Garcia Nunez JA**

RESUMEN

Objetivos: Comparar efectos clinicos, antimicrobianos y antiinflamatorios de la terapia fotodinamica (TFD) y
de la fototerapia con laser de Er:YAG aplicadas complementariamente al raspado y alisado radicular (RAR).
Material y métodos: 45 pacientes con enfermedad periodontal crénica, fueron distribuidos aleatoriamente en 3
grupos de 15 para recibir: RAR, RAR complementado con terapia fotodindmica (RAR+TFD) o complementado
con laser de Er:YAG (RAR+ERL). Se analizaron los pardmetros clinicos: porcentaje de placa en boca total (PPBT),
porcentaje de sangrado en boca total (PSBT) y profundidad de sondaje (PS), y se procedié a la recogida de fluido
crevicular gingival (FCG) y de placa subgingival antes del tratamiento, a las 4 y 8 semanas posteriores. Se
determinaron los niveles de Interleuquina 13 (IL-1f3), Factor de Necrosis Tumoral oo (FNT-o) en FCG y su estado
antioxidante total (EAT). Las muestras de flora subgingival fueron cultivadas para la determinacién de 10 perio-
dontopatégenos. Resultados y discusién: No se encontraron diferencias estadisticamente significativas (DES)
entre los tres tipos de tratamiento en cuanto a la evolucién de los pardmetros clinicos PPBT, PS, ni en cuanto al
aumento de la capacidad antioxidante del FCGQ tras el tratamiento, ni tampoco en cuanto a la reduccién de la
flora subgingival total analizada, aunque si se aprecia una ligera ralentizacién del proceso de recolonizacién
bacteriana en el grupo RAR+Er:YAG. En cuanto al pardmetro clinico PSBT, se observé un mayor descenso a las
8 semanas post-tratamiento en el grupo RAR+TFD, aunque no significativo. Si se encontraron DES en cuanto a
la evolucién de los niveles de las citoquinas evaluadas: después del RAR los niveles de IL-13 y FNT-a se incremen-
taron y significativamente en el caso de FNT-a a las 8 semanas post-tratamiento. El procedimiento RAR+TFD
mostrd una tendencia a frenar dicho incremento y tras la aplicacion de RAR+ERL dichos niveles descendieron,
de forma més marcada en el caso de la IL-1f3, durante el periodo de post-tratamiento evaluado.

Palabras clave: Terapia fotodindmica, Er:YAG, RAR, periodontitis crénica.

SUMMARY

Aim: To compare clinical, microbiological and anti-inflammatory effects of the photodynamic therapy (PDT)
and the Er:YAG laser phototherapy adjunctively applied to scaling and root planning (SRP).
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ko Departamento de Estomatologia Ill, Facultad de Odontologia, UCM, 28040 Madrid, Espana.

AVANCES EN ODONTOESTOMATOLOGIA/147



AVANCES EN ODONTOESTOMATOLOGIA
Vol. 27 - Num. 3 - 2011

Material and Methods: Forty-five patients with chronic periodontitis were randomly assigned into 3 groups of
15 patients to receive: SRP, SRP followed by PDT (SRP+PDT) or SRP followed by Er:YAG laser phototherapy
(SRP+ERL). Clinical parameters including full mouth plaque score (FMPS), full mouth bleeding score (FMBS)
and probing pocket depth (PPD) were recorded and samples of gingival crevicular fluid (GCF) and subgingival
plaque were taken at baseline, 4 and 8 weeks postoperatively. The GCF samples were analyzed for interleukin-
1beta (IL-13), tumour necrosis factor alpha (TNF-o) and total antioxidative status (TAS). Subgingival plaque
was analyzed by culture for 10 bacteria. Results and Discussion: No statistically significant differences were
detected between the three kinds of treatment concerning the evolution of the clinical parameters FMPS and
PPD, the increase of TAS in GCF and the subgingival plaque reduction, but the SRP+ERL treatment slightly
slowed down the bacterial recolonization process. Concerning the clinical parameter FMBS, a slight decrease
was observed 8 weeks post-therapy after SRP+PDT treatment. Statistically significant differences between
groups were observed in the evolution of the levels of the cytokines evaluated: after SRP the levels of IL-13 and
TNF-a increased, significatively in the case of TNF-a at 8 weeks post-therapy. The procedure SRP+PDT
showed a trend to slow down this increase, and after the application of SRP+ERL these levels decreased, more
severely in the case of IL-1f3, during the whole post-therapy period.
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INTRODUCCION

La eliminacién de biofilm y los depdsitos mineraliza-
dos de la superficie dental es el aspecto fundamental
de la terapia periodontal (1). En el tratamiento perio-
dontal, los conceptos actuales se basan en el raspado
y alisado radicular llevado a cabo de forma mecénica
con el fin de eliminar los depésitos bacterianos, cél-
culo y cemento contaminado por bacterias y endo-
toxinas (2). Desafortunadamente, la eficacia del des-
bridamiento varia en los diferentes casos clinicos por
la existencia de reservorios bacterianos que pueden
permanecer en la superficie radicular. Esta limitacién
puede atribuirse a varios factores, como la compleja
anatomia de los dientes (por ejemplo, lesiones de fur-
cacioén), las limitaciones mecanicas en relaciéon con el
tamano de los instrumentos o la invasién de patége-
nos periodontales en los tejidos blandos adyacentes o
por la posible recolonizacién de las bolsas periodon-
tales desde otros sitios enfermos o nichos intraorales
(3). Procedimientos complementarios como antibi6-
ticos liberados a nivel local o sistémico, han sido in-
vestigados (4). Sin embardo, un uso excesivo de anti-
biéticos, responsables de la produccién de organismos
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resistentes al medicamento y el dificil mantenimiento
del antibiético en una concentracién terapéutica en la
bolsa periodontal, han llevado a la busqueda de enfo-
ques antimicrobianos alternativos para regimenes de
prevencion y de tratamiento periodontal. Uno de es-
tos enfoques es la terapia fotodindmica (TFD).

La TFD es un procedimiento que utiliza energia de la
luz para activar un agente fotosensibilizante (fotosen-
sibilizador) en presencia de oxigeno. El fotosensibili-
zador sufre una transicion a un estado de energia su-
perior, lo que conlleva a la generacién de especies
reactivas del oxigeno altamente citotéxicas, principal-
mente al oxigeno singlete, extremadamente téxico
para células y bacterias (5). Este oxigeno singlete cau-
sa diferentes efectos téxicos sobre los microorganis-
mos: dano de los lipidos de membrana, destruccién
de proteinas y canales iénicos, eliminacién de enzi-
mas metabdlicas criticas, aglutinacién de células e
inhibicién directa de factores de virulencia exdége-
nos, como lipopolisacérido, colagenasa y proteasa.

La principal ventaja de la TFD como modalidad de
tratamiento antimicrobiano es su mecanismo bacte-
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ricida no especifico que hace muy poco probable el
desarrollo de resistencia a la accién citotéxica de
oxigeno singlete o de los radicales libres. La TFD es
igualmente eficaz contra bacterias resistentes a los
antibiéticos como a las susceptibles a los mismos,
ademas la repetida fotosensibilizacién no induce se-
leccién de cepas resistentes (6).

Por otra parte, en la blsqueda de terapias eficaces
para lograr una superficie radicular biocompatible,
con mayor grado de descontaminacién y reduccién
de la inflamacién de los tejidos periodontales adya-
centes, aparecen los laseres como terapia alternati-
va o coadyuvante de los métodos tradicionales. La
capacidad de la radiacién laser de causar mortalidad
bacteriana (7) ha servido para concebir la técnica de
la esterilizacién laser como una herramienta quirtr-
gica dentro del campo odontolégico.

Gracias a los Ultimos avances, el intervalo de longitu-
des de onda de emisi6n de la radiacién laser se ha visto
ampliado considerablemente, y numerosos estudios
sugieren que los laseres pueden ser aplicados en dife-
rentes tipos de tratamientos dentales. Actualmente,
existen numerosos laseres comerciales de uso en Pe-
riodoncia: Nd: YAG (acrénimo del inglés neodymium-
doped yttrium aluminium garnet), CO, Er: YAG (acro-
nimo del inglés erbium-doped yttrium aluminium
garnet), diodo... Cada laser tiene una aplicacién tera-
péutica de eleccién, no pudiendo abordar de forma
totalmente efectiva todos los tratamientos. La radia-
cién laser, en funcién de su longitud de onda de emi-
sién no se absorbe de igual forma en los tejidos, lo que
produce una amplia gama de efectos relacionados con
su absorcién o profundidad de penetrado en el tejido.
Diferentes estudios con diferentes sistemas léaser
muestran cémo el laser de Nd: YAG contribuye a la
eliminacién del célculo dental y a la reduccién de los
microbios endodénticos (8); también los laseres de
diodo y de CO, han mostrado alto poder desinfectan-
te (9). Mas recientemente se ha introducido el laser de
Er: YAG por su versatilidad en la ablacién de tejidos
duros y blandos (10) y por su demostrada capacidad
para eliminar no sélo bacterias sino también toxinas
bacterianas difundidas por el cemento radicular (11).
Por ultimo, léseres de diodo de baja potencia (~mW)
ejercen un efecto positivo disminuyendo el sangrado,
profundidad de la bolsa y reduciendo niveles de meta-
loproteinasa-8 (MMP-8) en bolsa periodontal (12).

El medio activo del laser de Er:-YAG es también un
cristal sintético formado por itrio y aluminio con im-
purezas de erbio y estructura de granate. Su radiacién
pulsada e infrarroja emitiendo a 2.940 nanémetros,
se caracteriza por ser muy bien absorbida por el agua,
por lo tanto es particularmente indicada para una pre-
cisa y localizada ablacién de los tejidos biol6gicos con
alto contenido acuoso. El coeficiente de absorcién
del agua para el laser Er:YAG es te6ricamente 10.000
y 15.000-20.000 veces mayor que el coeficiente para
el laser CO, y Nd:YAG, respectivamente. Ademas,
como componente de la apatita, los grupos OH mues-
tran su maxima absorcion alrededor de 2.800 nm,
hecho que explica su capacidad de ablacién sobre el
esmalte, dentina y hueso, es decir, este laser estéa indi-
cado tanto para tejidos blandos como duros.

Conviene resaltar que pese a la gran variedad de estu-
dios publicados desde la introduccién de la radiacion
laser en la terapéutica periodontal, apenas existen es-
tudios que correlacionen el aspecto inflamatorio con
el antimicrobiano de la enfermedad. Por otra parte,
los datos de ensayos clinicos controlados que han
evaluado el efecto de la TFD siguen siendo limitados.
Por lo tanto, el objetivo del presente estudio clinico,
controlado, a corto plazo, fue comparar las conse-
cuencias clinicas, antiinflamatorias y antimicrobianas
del desbridamiento convencional solo o complemen-
tado con TFD o con la radiacién laser de Er:YAG.

MATERIAL Y METODOS
1. Diseno del estudio y poblacién estudiada

Durante el periodo comprendido entre marzo de
2007 a enero de 2009, se estudiaron 45 pacientes
(15 hombres y 20 mujeres), de 45 a 58 afnos de
edad, con una edad media de 51 * 6 anos, con
periodontitis cronica moderada-avanzada, reclutados
del Departamento de Estomatologia Il de la Univer-
sidad Complutense de Madrid, y consecutivamente
enrolados en el estudio entre marzo de 2008 a enero
de 2009. Como criterios de inclusién se considera-
ron: presencia de al menos 4 dientes por cuadrante,
en los cuales no hubiera coronas, puentes o apoyo de
prétesis removible, ni amalgamas tipo Il o IV. Presen-
cia de al menos 6 dientes con una profundidad de
sondaje > 4 mm y una pérdida de hueso radiogréfica
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(de 30% en los lugares relacionados), de acuerdo a la
clasificaciéon de severidad periodontal basada en la
localizacién de la cresta alveolar. Ausencia de lesiones
de furca tipo Ill. Como criterios de exclusién se consi-
deraron: pacientes fumadores o anteriormente fuma-
dores, antecedentes de tratamiento periodontal pre-
vio, terapia con antibiéticos o antiinflamatorios recibida
en los Ultimos tres meses anteriores al tratamiento o
durante el tratamiento, uso de colutorios antisépticos,
corticosteroides o inmunosupresores, o cualquier con-
dicién sistémica que pudiera afectar al periodonto o
el protocolo de tratamiento.

Los 45 participantes recibieron tratamiento periodon-
tal basico incluyendo raspado y alisado radicular (RAR)
e instrucciones de higiene oral. Ademas, 15 pacientes
aleatoriamente asignados, recibieron tratamiento com-
plementario con terapia fotodinamica (RAR+TFD).
Del mismo modo, otros 15 recibieron tratamiento
complementario con la radiacién de un laser Er:YAG
(A=2.940 nm) (RAR+ERL). Todos los pacientes fue-
ron tratados por el mismo operador experimentado
(A.D). Para asegurar el caracter ciego del estudio, los
pacientes fueron tratados por un examinador (A.G) y
un operador (A.D). Ademés las muestras tomadas se
cegaron en el laboratorio donde se procesaron.

En cuanto a los requisitos éticos, una vez explicado
el tratamiento por los operadores, los pacientes de
forma voluntaria decidieron enrolarse en el estudio
mediante la firma del Consentimiento Informado del
estudio de investigacién. Este estudio cuenta con la
aprobacién de la Unidad de Coordinacién de Ensa-
yos Clinicos del Hospital San Carlos de Madrid.

2. Programa de higiene oral

Antes de realizar el tratamiento en ambos grupos,
los pacientes fueron instruidos en la técnica de cepi-
llado de Bass asi como en la capacidad de diferen-
ciar la presencia o ausencia de placa bacteriana en
las superficies dentales.

Ademas dependiendo de las exigencias de cada pa-
ciente, instruimos en la utilizacién de cepillos inter-
proximales o seda dental. Los pacientes no utilizaron
colutorios durante el estudio, para no modificar los
resultados obtenidos.
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3. Mediciones clinicas: porcentaje de placa
en boca total, porcentaje de sangrado en
boca total y profundidad de sondaje

Los parametros clinicos fueron estudiados en todos
los dientes, (excluyendo los terceros molares), en seis
localizaciones: mesiovestibular, vestibular, distovesti-
bular, mesiolingual, lingual y distolingual. Se calculé
el Porcentaje de placa en boca total (PPBT), Porcen-
taje de sangrado en boca total (PSBT) y Profundidad
de Sondaje (PS) antes de realizar el tratamiento co-
rrespondiente a cada grupo.

El PPBT fue determinado mediante una sonda pe-
riodontal en seis localizaciones de cada diente y se
registré ausencia o presencia de la misma (Indice
modificado de O "Leary y cols).

La PS fue obtenida con la ayuda de una sonda perio-
dontal calibrada (CP 15 UNC; Hu-Friedy Instrument
Co, Chicago, IL, USA). El PSBT se obtuvo simulté-
neamente a la PS, basdndonos en la presencia o
ausencia de sangrado después de 30 s tras el son-
daje.

Dichos pardmetros clinicos se anotaron tanto antes
de realizar los tratamientos correspondientes a cada
grupo, asi como 4 y 8 semanas después del trata-
miento, de la misma forma descrita con anterioridad
y en las mismas localizaciones en cada uno de los
pacientes.

4. Recoleccion de Fluido Crevicular Gingival
(FCQG)

La localizacién seleccionada para la toma de fluido
fue la bolsa méas profunda de cada cuadrante, to-
mando asi 4 muestras en 4 bolsas periodontales de
cada paciente del estudio, excluyendo los terceros
molares para evitar contaminacién por saliva. La
toma de muestras se efectud al dia siguiente de la
profilaxis supragingival y del periodontograma para
evitar el sangrado y la contaminacién de las puntas
en la toma de muestras.

Una vez aislado el diente con rollos de algodén se
elimind la placa supragingival con sonda periodontal
sin tocar la encia marginal para una correcta extrac-



Gomez Hernandez C, Dominguez Martin A, Garcia Kass Al, Garcia Nufiez JA
Aplicacion complementaria de terapia fotodinamica y de la radiacion laser de Er:YAG al tratamiento no quirurgico de la
periodontitis cronica: estudio comparativo de sus efectos clinicos, antiinflamatorios y antimicrobianos

cién de la muestra. La superficie dentaria fue secada
con una jeringa de aire y se recolecté el FCG con
puntas de papel prefabricadas (Periopaper, Oraflow
INC., Plainview, NY, USA), las cuales fueron introdu-
cidas en las bolsas periodontales, hasta que la resis-
tencia lo permitiera y se dejaron durante 30 segun-
dos absorbiendo dicho liquido. Las muestras
contaminadas de sangre fueron desechadas.

Después de la recogida de FCG, el volumen de la
muestra fue medido con Periotron 8000 (Pro-Flow
Inc., Amityville, New Cork, USA). Las lecturas del
Periotron 8000 fueron convertidas en volumen ac-
tual (ul), previa realizacién de una curva de calibrado
realizada con suero humano de pacientes sanos (do-
nantes de sangre) y ajustada a una regresién poliné-
mica de cuarto orden (13).

Las puntas de periopaper fueron almacenadas en
viales estériles con filtro y congeladas a —80°C para
su posterior andlisis.

Las muestras se tomaron antes y a las 4 y 8 semanas
del tratamiento para analizar los niveles de IL-13 y
FNT-o en FCG y la variacién de la capacidad antioxi-
dante total del FCG.

5. Muestras de placa subgingival

Las muestras de placa subgingival fueron recolecta-
das en localizaciones muy cercanas a las de recogi-
da del FCG.

Una vez aislada la localizacién con rollos de algodén
y secada con jeringa de aire, los depdsitos supragin-
givales fueron eliminados cuidadosamente con son-
da periodontal. Las muestras de microbiota subgin-
gival se obtuvieron introduciendo 2 puntas de papel
estériles N 30 (Dentsply) hasta el nivel més profundo
de la bolsa periodontal durante 30 segundos, evitan-
do una posible contaminacién con saliva.

Las puntas de papel de cada localizacién fueron in-
troducidas en viales estériles conteniendo 1,5 ml de
medio de transporte RTF y se enviaron al Laborato-
rio de Microbiologia de la Facultad de Odontologia
de la Universidad Complutense de Madrid, para el
analisis mediante cultivo.

6. Técnicas de tratamiento
1. Tratamiento periodontal basico

Los 45 sujetos enrolados en la investigacién (quince
pacientes del grupo RAR, quince pacientes del gru-
po RAR+TFD y quince del grupo RAR+ERL) reci-
bieron un tratamiento periodontal basico de la enfer-
medad periodontal crénica moderada/avanzada, que
consistié en la eliminacién del célculo supragingival
y subgingival.

La eliminaciéon del célculo supragingival se realizd
con ultrasonidos sonicador SONYflex 2003 de Kavo
y punta accesoria universal, y posteriormente se apli-
c6 una pasta abrasiva (Dentsply) mediante un cepillo
profilaxis de cerda natural (Stoddard, diametro 8 mm
para contraangulo).

La eliminacién del célculo subgingival se realizé de for-
ma manual mediante curetas (Hu-Friedy Co., Chicago,
IL, USA) bajo anestesia con lidocaina 2% (Octocaine
1:100.000, Laboratorios Clarben S.A, Madrid), duran-
te al menos 30 min/cuadrante o hasta que el opera-
dor considerara la correcta eliminacién del célculo.

2. Terapia fotodinamica

El fotosensibilizador utilizado consistié en 3,7-bis
(dimetil-amino) cloruro de fenazationio (azul de me-
tileno) 0,005% (p /v), suspendido en una solucién de
tampén de fosfato salino con hidroximetilcelulosa
como agente de viscosidad mucoadhesivo (Trata-
miento PeriowaveTM Kit, Ondine BIOPHARMA
Corporation, Vancouver, BC, Canadd). La solucién
fotosensibilizante se aplicé directamente en toda la
boca con un Dentsply (York, PA, EE.UU.) de calibre
23, acabado en una aguja de irrigacién para permitir
la irrigacién completa de la parte coronal de la bolsa
periodontal. La fotoactivacion se llevé a cabo utili-
zando un laser de diodo (PeriowaveTM, Ondine
BioPharma) (A=670 nm) con una potencia méxima
de 200 mW. La radiacion se aplica a través de una
fibra 6ptica flexible conectada a una pieza de mano
autoclavable de acero inoxidable disenada para el
usuario. La pieza de mano da cabida a una punta
difusora de luz configurada de manera similar a una
sonda periodontal para permitir el acceso a la bolsa
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periodontal. Todos los tratamientos se realizaron con
una potencia continua de 200 mW (comprobada
antes de cada tratamiento mediante el empleo de un
detector de potencia laser XLP12 de Gentec en com-
binacién con una consola Gentec-SOLO 2) y tiempo
de irradiacion de 60 segundos por sitio. La punta
difusora de luz se movi6é suavemente alrededor de la
bolsa durante el ciclo de la iluminacién. Paciente,
operador, y los asistentes utilizaron gafas de protec-
cién durante la aplicacién laser.

Todos los grupos fueron tratados con anestesia local
(lidocaina 2%, octocaina 1:100.000, Laboratorios
Clarben SA, Madrid).

3. Tratamiento con laser de Er: YAG

Los quince pacientes ubicados en el grupo
RAR+ERL, recibieron la aplicacién complementaria
de la radiacién infrarroja de un laser de Er:YAG (KEY
3+; KaVo, Biberach, Alemania) emitiendo a una lon-
gitud de onda de 2.940 nm, combinado con un siste-
ma de deteccién de célculo dental (mediante la senal
de fluorescencia inducida en los tejidos mineralizados
irradiados con un laser diodo de InGaAsP emitiendo a
655 nm). La energia del pulso utilizada fue de 160 mJ
(medida con un detector piroeléctrico Gentec-DE
500+ en combinacién con una consola Gentec-
SOLO) y una velocidad de repeticién de 10 Hz, con
irrigaciéon de agua destilada de acuerdo a las instruc-
ciones del fabricante. La introduccién del laser en la
bolsa periodontal se realiz6 mediante una pieza espe-
cialmente disenada (2261, KaVo, Biberach, Alema-
nia) y una fibra de vidrio biselada (tamano 0,4 mm x
1,65 mm, factor de transmision: 0.81) (“blue light
wedge”, KaVo , Biberach, Alemania). El tratamiento
se efectud en sentido coronoapical con una inclina-
cién de la fibra de vidrio de 15°-20° respecto a la
superficie radicular (14). El tiempo de exposicion uti-
lizado por cada superficie de diente (vestibular y lin-
gual) fue de 30 s (en total 1 min. por diente).

7. Procesado de las muestras
Las muestras fueron analizadas en el Laboratorio de

Investigacion de la Facultad de Odontologia, Univer-
sidad Complutense, Madrid.
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1. Medicion de IL-15 y TNF-«

Las muestras diluidas de FGC fueron analizadas para
determinar la concentracién de mediadores proin-
flamatorios mediante la técnica ELISA (ensayo in-
munoabsorbente ligado a enzimas). Los niveles de
IL-13 y TNF-a en FCG fueron determinados por du-
plicado mediante BLK-223 (kit de ELISA para deter-
minacién del TNF-o humano) y BLK-224 (kit de ELI-
SA para la determinacion de IL-1f3) respectivamente,
ambos de Biolink (Biolink 2000, Barcelona, Espa-
na), siguiendo las instrucciones del fabricante. Los
resultados se calcularon a partir de las curvas estan-
dar creadas para cada estudio. La concentracién de
citoquina en una determinada posicién se calcul6
dividiendo la cantidad de citoquina determinada por
ELISA entre el volumen de FCG extraido correspon-
diente a esa misma posicion, previamente calculado
a partir de la curva de calibrado del Periotron 8000, y
por lo tanto se expresé en pg/ul.

2. Estado antioxidante total

La determinacion de la capacidad antioxidante total
se midi6é mediante el test fotométrico (ImMAnOx (TAS)
Kit, Immundiagnostik AG, Stubenwald-Allee 8a, D
64625 Bensheim). Esta determinacién se llevé a cabo
mediante la reaccién de los antioxidantes de la mues-
tra con una cantidad definida de peréxido de hidré-
geno proporcionado exégenamente (H,0,). Los an-
tioxidantes de la muestra eliminan una cantidad
determinada del H,O, proporcionado, de manera que
el H,O, residual se determina fotométricamente me-
diante la reaccién enzimética que implica la conver-
sién de (3,3 7,5-5"-tetrametilbencidina (TMB) en un
producto coloreado. Las muestras se miden a 450
nm, y son expresadas en umol/l.

3. Cultivo microbiolégico

Las muestras de placa subgingival fueron dispersadas
mediante un vortex (Thermolyne Maxi Mix Il Tipo de
37.600, IA, EE.AU.) durante 45 s. Se realizaron una
serie de diluciones décimo normales (10, 10!, 102,
103, 10y 10°) en medio PBS (tampén fosfato sali-
no) de la suspensién bacteriana. Alicuotas de 100 ul
de una adecuada dilucién (103, 10y 10-) se deposi-
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taron en medios de cultivo de agar-sangre (Oxoid n°
2, Oxoid Ltd, Basingstoke, Reino Unido). Las placas
se incubaron a 37°C durante 7-14 dias en atmoésfera
anaerdbica para la deteccién y cuantificacion de Por-
phyromonas gingivalis (Pg), Prevotella intermedia
(Pi), Parvimonas Micra (Pm), Fusobacterium nuclea-
tum (Fn), Campylobacter rectus (Cr) Eikenella co-
rrodens (Ec), Tannerella forsythia (Tf), Capnocy-
tophaga species y Eubacterium nodatum (En).

Las bacterias fueron identificadas principalmente
atendiendo a la morfologia de las colonias utilizando
un microscopio estereoscépico Kyowa SDZ-PL
(Kyowa Optical, Tokio, Japén), a la produccién de
pigmentos y a la tincién de Gram.

Una cantidad de 100 ml de muestras sin diluir y de
diluidas 10! fueron inoculadas en las placas de agar
selectivo para Aggregatibacter actinomycetemcomi-
tans (Aa) (Dentaid-1 media) y se incubaron a 37°C
durante 2-3 dias en una atmésfera con un 5% de
CO,. La tincién Gram y la produccién de catalasa
también se utilizaron para la identificaciéon de Aa.

El recuento total de colonias y el nimero total de
bacterias (unidades formadoras de colonias por mi-
lilitro de liquido extraido (UFC/mL)) fueron evalua-
dos 14 dias después de la inoculacion.

8. Analisis estadistico

Se procedié6 al anélisis estadistico descriptivo de los
resultados obtenidos (media y desviacion tipica). Se
analizaron las diferencias en la evolucién de los para-
metros clinicos, microbiolégicos e inmunolégicos
(antes del tratamiento, a las 4 y 8 semanas) entre los
tres diferentes tipos de tratamientos aplicados: RAR,
RAR+TFD y RAR+ERL.

Para establecer comparaciones intragrupos (entre
post-terapia y estado basal), el test utilizado para el
andlisis estadistico fue el test no paramétrico de
Wilcoxon, considerandose los valores de p<0.05
como estadisticamente significativos. Para estable-
cer comparaciones intergrupos, el test utilizado fue
el anélisis de las varianzas (ANOVA) y para determi-
nar las diferencias entre grupos se procedi6 a reali-
zar pruebas a posteriori mediante el test Duncan.

Los valores p< 0.05 fueron aceptados como esta-
disticamente significativos.

RESULTADOS
1. Estudio de indices clinicos

En primer lugar, se procedi6 a evaluar la evolucion del
PPBT (Figura 1A) durante el periodo estudiado. A las
4 semanas del tratamiento se observé una marcada
reduccién de dicho indice disminuyendo de manera
mas suave en el periodo comprendido entre 4 sema-
nas hasta las 8 semanas finales del tratamiento en
los grupos tratados con RAR y RAR+TFD. El grupo
tratado con RAR+ERL no experimenté reduccion
entre las 4 y 8 semanas. No se encontraron diferen-
cias significativas entre los tres grupos estudiados.

En cuanto a la evolucién del PSBT (Figura 1B) se ob-
servé como su reduccién también fue marcada a las 4
semanas del tratamiento en los tres grupos de estudio.
Se observé en el grupo tratado con RAR+TFD un con-
siderable descenso de PSBT a las 8 semanas, aunque
las diferencias intergrupos no fueron significativas.

Por otra parte, de los datos de profundidad de son-
daje (PS) representados en la Figura 1C, se deduce
que los tres tipos de terapia consiguieron reducir la
PS durante el tratamiento. A las 4 semanas, la re-
duccién de PS fue estadisticamente significativa en
el grupo tratado con RAR+ERL. Sin embargo, a las
8 semanas del tratamiento se observo una reduccién
mas acusada en los grupo tratados con RAR y
RAR+TFD frente a la obtenida con el tratamiento
RAR+ERL, aunque no significativa estadisticamente.

2. Estudio microbiolégico

El anélisis de la flora total subgingival para cada tra-
tamiento en cada periodo de seguimiento no indica
diferencias significativas entre los grupos de trata-
miento (Tabla 1), aunque se encontraron diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) intragrupos
antes del tratamiento y entre 4 y 8 semanas (Tabla 1).

El nimero de sitios colonizados por especie en cada
periodo del estudio para los tres tratamientos reali-
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Fig. 1. A) Porcentaje de placa en boca total (PPBT), B) Porcentaje de
sangrado en boca total (PSBT) y C) Profundidad de sondaje (PS): Media +
Desv. tip., (n=45 pacientes) antes del tratamiento y a las 4 y 8 semanas
post-terapia. (¥) Diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
en cuanto a la evolucién de los pardmetros clinicos estudiados analizadas
mediante el test de Duncan (p<0,05).

zados se recoge en la Tabla 2. En general, cada una
de las especies evaluadas se redujo 4 semanas des-
pués de la terapia, y se observé un pequefio aumento
tras 8 semanas. En los grupos RAR+ERL y RAR+TFD,
Fn fue la especie mas prevalente durante todo el estu-
dio, mientras que en el grupo de RAR, Pi fue la espe-
cie més prevalente antes del tratamiento y de nuevo
Fn fue la especie mas frecuente durante el estudio.

Analizando la Tabla 3, observamos que en los tres
grupos la mayoria de las localizaciones estaban in-
fectadas por 3 y 4 especies antes del tratamiento, en
el grupo RAR 75% de las localizaciones, en grupo
RAR+ERL 61% y en el grupo RAR+TFD 55%. A las
4 semanas la mayoria de las localizaciones (36%) es-
taban colonizadas por una sola especie en el grupo
RAR, mientras que un 25% en el grupo RAR+ERL y
un 16% en el grupo RAR+TFD, aparecian coloniza-
das también por 1 especie. A las 8 semanas del trata-
miento tan solo un 8% de las localizaciones seguian
estando colonizadas por una especie en el grupo RAR,
un 13% en el grupo RAR+TFD y un 28% en el grupo
RAR+ERL. Por lo tanto, no se observé ventaja adicio-
nal después del tratamiento de fotodesinfeccién lleva-
do a cabo mediante TFD en relacién a la recoloniza-
cién bacteriana frente a RAR, sin embargo en el grupo

TABLA 1.- FLORA SUBGINGIVAL TOTAL: MEDIA + DESV. TIP, (N=45 PACIENTES) ANTES
DEL TRATAMIENTO, A LAS 4 Y 8 SEMANAS POST-TERAPIA

Antes del 4
. semanas 8 semanas
tratamiento
Media DE Media+ DE |Diferencia |Valor P* Media=DE |Diferencia|Valor P*
RAR 8,5-10° | 8,1-10°| 9,1-10*%6,2:10*| 7,6:10° | <0,05 | 8-104+3,9-10* | 7.7-10° | <0,05
RAR+TFD | 2,3-10° | 1,9-10° | 3,3-10*+1,1-104| 2-10° <0,05 |3,5-10°%£6,7-104| 2-10° <0,05
RAR+ERL | 1,5-106|1,4-10¢| 1,1-10°+9,9-104| 1,4-10°® | <0,05 |6,8:10*+6,5-10%| 1,4-10° | <0,05
Valor P** NS NS

* Diferencias estadisticamente significativas dentro de cada grupo (comparando con el estado inicial antes del tratamiento) a diferentes tiempos
mediante el test no-paramétrico de Wilcoxon: (p<0,05).
** Diferencias estadisticamente significativas entre los grupos a diferentes tiempos mediante el test de Duncan: (p<0,05).
NS= no significativa.
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TABLA 2.— NUMERO DE SITIOS
COLONIZADOS POR LAS ESPECIES
EVALUADAS ANTES Y DESPUES DE

CADA TRATAMIENTO
(N° TOTAL DE SITIOS ESTUDIADOS
POR GRUPO: 60).
EN “NEGRITA” LOS VALORES MAS
ALTOS ALCANZADOS

Antes del 4 8
tratamiento sem. | sem.
RAR 0 0 0
Aa RAR+TFD 0 0 0
RAR+ERL 10 0 5
RAR 40 20 15
Pg RAR+TFD 25 18 23
RAR+ERL 40 23 17
RAR 55 20 15
Pi RAR+TFD 45 42 45
RAR+ERL 48 35 27
RAR 15 0 15
Pm RAR+TFD 28 13 18
RAR+ERL 18 5 7
RAR 55 45 55
Fn RAR+TFD 53 43 50
RAR+ERL 50 60 55
RAR 0 0 0
Cr RAR+TFD 10 3 5
RAR+ERL 5 0 3
RAR 20 10 15
Ec RAR+TFD 20 15 15
RAR+ERL 15 8 10
RAR 25 0 5
Tf RAR+TFD 13 3 3
RAR+ERL 10 0 3
RAR 20 0 15
Cap. | RAR+TFD 10 3 8
spp. | RAR+ERL 12 3 5
RAR 0 0 0
En RAR+TFD 0 0 0
RAR+ERL 3 3 3

RAR+ERL se puede observar un retraso en la recolo-
nizacién bacteriana respecto al resto de grupos.

3. Estudio antiinflamatorio

Se procedi6 a la evaluacién de la concentracién de
IL-13 y TNF-a en bolsa periodontal antes del trata-
miento y a las 4 y 8 semanas después, cuyos resulta-
dos se muestran en las Figuras 2a y 2b respectiva-
mente. En cuanto al estudio de la IL-1f3, el grupo
RAR mostré un incremento de la concentracién a las
4 semanas y un mantenimiento de dicha concentra-
cién a las 8 semanas (Figura 2A). También, dentro
de este mismo grupo, observamos cémo los niveles
de TNF-o. en FCG aumentan suavemente a las 4
semanas respecto al estado inicial de los pacientes,
y cémo el incremento se hace maés acusado durante
las siguientes semanas, llegando a alcanzar valores
bastante mas altos que los iniciales dos meses des-
pués del tratamiento (Figura 2B).

Por otra parte, el grupo tratado con RAR+ERL mos-
tr6 una importante reduccién de la concentracién de
IL-1f3 a las 4 semanas del tratamiento, estableciéndo-
se diferencias estadisticamente significativas entre este
grupo y los grupos RAR y RAR+TFD en cuanto a la
concentracién de IL-1f3 entre las O y 4 semanasy Oy
8 semanas (p< 0,00). El grupo tratado con RAR+TFD,
mostré un ligero incremento en el nivel de esta cito-
quina en FCG a las 4 semanas post-tratamiento. En-
tre las 4 y 8 semanas siguientes al tratamiento, sélo
en el grupo RAR+ERL la concentracion de IL-1f3 se
ve muy ligeramente incrementada (Figura 2A), fren-
te a su mantenimiento en el grupo RAR+TFD.

En cuanto a la evolucién de la concentracion de TNF-
o, en el grupo RAR+ERL podemos observar cémo
disminuye ligeramente a las 4 semanas y se mantie-
ne constante durante las 4 semanas finales. En el
grupo RAR+TFD los niveles de TNF-a se incremen-
tan muy lentamente durante todo el post-tratamien-
to. El analisis estadistico muestra diferencias esta-
disticamente significativas en cuanto a la evoluciéon
de los niveles de TNF-o. en bolsa periodontal en gru-
po RAR+ERL frente a los grupos RAR y RAR+TFD a
las 4 semanas posterapia (p<0,00) y del grupo RAR
frente a los grupos complementados (RAR+ERL y
RAR+TFD) a las 8 semanas posterapia (p<0,00).
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VALORES MAS ALTOS.

TABLA 3.- PORCENTAJE DE SITIOS INFECTADOS POR 1, 2, 3, 4 O 5 ESPECIES ANTES DE
CADA TRATAMIENTO Y A LAS 4 Y 8 SEMANAS POST-TERAPIA. EN “NEGRITA’ LOS

1 especie

2 especies

3 especies

4 especies

5 especies

RAR R+TFD R+ERL

RAR R+TFD R+ERL

RAR R+TFD R+ERL

RAR R+TFD R+ERL

RARR+TFD R+ERL

Antes del

tratamiento| O 16 3

8 16 22

33 22 22

42 33 39

17 13 14

4 semanas | 36 16 25

0 33 33

17 22 17

17 21 14

0 8 11

8 semanas | 8 13 28

42 33 19

25 21

22 8 21 17 17 12 14

La figura 3 muestra la evolucién de la capacidad
antioxidante durante el post-tratamiento. No se han
encontrado diferencias estadisticamente significati-
vas entre los tres tratamientos a lo largo de todo el
estudio, ya que la capacidad antioxidante del FCG se
mantiene casi constante durante todo el estudio,
apenas aumentado de manera muy sutil a las 4 se-
manas en los tres grupos evaluados.

DISCUSION

Los resultados del presente estudio demuestran que
el tratamiento periodontal no quirargico solo o en
combinacién con la radiacién laser de Er:YAG contro-
lada por fluorescencia o complementado por TFD,
fue bien tolerado y no se observaron complicaciones
durante el periodo de estudio como abscesos o in-
fecciones.

Las tres modalidades de tratamiento realizadas die-
ron lugar a importantes mejoras tras el tratamiento
periodontal. Esta mejora fue més evidente en el caso
de los pardametros clinicos, de manera que el trata-
miento complementario tanto con la radiacién laser
de Er:-YAG como con TFD, parece no conducir a un
incremento adicional de la mejoria clinica del pa-
ciente en cuanto a los valores analizados en este
estudio. Estos resultados concuerdan con los mos-
trados en un estudio clinico reciente realizado por
Tomasi y cols. (15), donde se evaluaron los efectos
de la terapia no quirlrgica en pacientes dentro de
programas de mantenimiento, tratados bien con la-
ser de Er: YAG o ultrasonidos, no mostré mejoria
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Fig. 2. A) Interleuquina 183 (IL-183) y B) Factor de necrosis tumoral-o

(FNT-ar): Media + Desv. tip., (n=45 pacientes) antes del tratamiento y a

las 4 y 8 semanas post-terapia. (*) Diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos en cuanto a la evolucién de los niveles de citoquinas
estudiadas en FCQG analizadas mediante el test de Duncan (p<0,05).

adicional con el tratamiento laser en cuanto a los
pardmetros clinicos evaluados. Jepsen y cols. (16), en
un ensayo clinico controlado, trataron a 10 pacientes
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Fig. 3. Evolucién del EAT del FGC: Media + Desv. tip., (n=45
pacientes) antes del tratamiento y a las 4 y 8 semanas post-terapia.
(*) Diferencias estadisticamente significativas entre los grupos en
cuanto a la evolucién de los niveles de citoquinas estudiadas en FCG
analizadas mediante el test de Duncan (p<0,05).

4 SERNRAL H SEMARAS

bien con RAR+ERL o bien con RAR, observando, al
igual que en el presente estudio, diferencias estadisti-
camente significativas intragrupo, y no estadisticamen-
te significativas entre los dos grupos en ninguno de
los pardametros clinicos investigados. Considerando
por otra parte los datos publicados en la literatura
sobre aplicacion complementaria de TFD al RAR, se
observa una mayor reduccién del sangrado al son-
daje comparada con la obtenida tras la aplicacién de
RAR exclusivamente y similares reducciones en PS 'y
en la pérdida de insercién (17,19). Nosotros si he-
mos detectado una considerable reduccién en el
PSBT, pero no significativa estadisticamente.

Los pardmetros microbiol6gicos evaluados muestran
que el uso de cualquiera de los tratamientos es efi-
caz, pero no causa la completa eliminacién de bac-
terias. Las bacterias pueden residir en las irregulari-
dades de la superficie radicular y en los tubulos
dentinarios, asi como en otros sitios de la cavidad
oral, en particular en zonas extradentales, tales como
la superficie dorsal de la lengua, mucosa bucal, pa-
ladar y amigdalas (20). Estas consideraciones deben
tenerse en cuenta a la hora de interpretar los resulta-
dos antimicrobianos.

Los resultados obtenidos en el presente estudio mues-
tran que la reduccién microbiana tras los tratamien-
tos con RAR+ERL y RAR+TFD es similar a la obteni-
da tras el RAR. El cambio més acentuado en la
distribucién de bacterias se produjo en el primer pe-
riodo de tiempo (es decir, a las 4 semanas post-trata-
miento) con las tres modalidades realizadas. Estudios

previos concuerdan con nuestros resultados tanto en
la caso de la aplicacién de RAR+ERL (21,22), como
tras la aplicacion de RAR+TFD (17,19). El nimero de
especies patdégenas albergadas en cada localizaciéon
estudiada vari6 de 4 especies antes del tratamiento a
1 después de 4 semanas, y a 2-3 especies después de
8 semanas posterapia. Ademas, los resultados de-
muestran que la recolonizacién con 1 especie se man-
tiene durante mas tiempo en el grupo RAR+ERL que
en el grupo RAR+TFD, y en este ultimo durante méas
tiempo que en el grupo RAR. El grupo tratado com-
plementariamente con la radiacién laser de Er:-YAG
controlada por fluorescencia, al contar con este siste-
ma anadido para la deteccién selectiva del célculo
subgingival, permite practicamente la entera elimina-
cién del célculo sin producir efectos mecénicos adi-
cionales como una eliminacién excesiva de cemento
y una extremada irregularidad en la superficie radicu-
lar y por ello, dificultando el asentamiento bacteriano.

Se han observado asociaciones especificas microbia-
nas entre complejos bacterianos diferentes: por ejem-
plo, es muy poco comun encontrar especies del com-
plejo rojo (Pg, Td, Tf) en ausencia de miembros del
complejo naranja (p.e. Pi) (23). El nuevo crecimiento
y recolonizacién de las bolsas ocurre 3-7 dias post-
tratamiento, pero con una clara alteraciéon en la mi-
croflora subgingival (24). Los colonizadores primarios
de la placa dental con frecuencia ocupan las bolsas
periodontales mas rapido, inhibiendo asi el estableci-
miento de otras especies patdgenas (25). Esto puede
explicar por qué en este estudio hay més localizacio-
nes infectadas por 1 6 2 especies después de la tera-
pia, mientras que la mayoria de las localizaciones al-
bergan 3 6 4 especies antes del tratamiento. Por otra
parte, Fn fue el periodontopatégeno maés frecuente
entre las especies evaluadas tras la realizacién de los
tres procedimientos estudiados, actuando como bac-
teria puente en el proceso de recolonizacién, favore-
ciendo asi la formacién de biofilm gracias a la coagre-
gacion de todas las bacterias bucales (26).

Aunque la mayoria de los estudios clinicos publicados
muestran la disminucién de la concentracién de cito-
quinas en surco periodontal después del tratamiento
periodontal no quirdrgico (RAR), especialmente en
cuanto a la reduccién de la concentracién de IL-1f3
(27,29), nuestros resultados se aproximan mas a los
obtenidos por Yoshinari y cols. (30), en un estudio
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donde se investigd la relacién entre los cambios clini-
cos e IL-1f3 después de la terapia periodontal conven-
cional con RAR en pacientes con periodontitis créni-
ca, observandose clara mejoria de los indices clinicos
y ligero aumento de la concentracién de IL-1f3.

A partir de estos resultados podemos constatar el
poder antiinflamatorio de la fototerapia con la radia-
cién de Er:YAG controlada por fluorescencia, que con-
duce a una inhibicién en la produccién de citoquinas,
resultados que muestran concordancia con investiga-
ciones previas, como la de Lopes y cols. (31), que
valoraron el cambio en los niveles de II-13 en FCG
tras la aplicacién de RAR+ERL y observaron, al igual
que en nuestro estudio, cémo esta citoquina dismi-
nuia a los 12 dias y a los 30 dias post-tratamiento,
aunque no de manera estadisticamente significativa
respeto al procedimiento con RAR. Nuestros resulta-
dos demuestran como el tratamiento de RAR com-
plementado con la radiacion laser de Er:-YAG promue-
ve un descenso de la inflamacion, con un descenso
de los niveles de los mediadores inflamatorios estu-
diados en FCG, principalmente a las 4 semanas post-
tratamiento. La capacidad de este nuevo prototipo
laser con radiacién controlada por fluorescencia para
detectar y eliminar con precision el célculo subgingi-
val, especialmente cuando el célculo se encuentra en
la parte més profunda de la bolsa periodontal o en
una superficie radicular con contornos anatémicos
complejos, retrasa la nueva acumulacién de placa, lo
que permite la disminucién durante un periodo ma-
yor de tiempo de los niveles de citoquinas en FCG.

En cuanto a los resultados obtenidos tras la aplica-
cién de RAR+TFD, se observé una tendencia a fre-
nar el incremento de los niveles de IL-13 y de TNF-o
(principalmente de TNF-a) en FCG, sin embargo, no
concuerdan con los Unicos resultados publicados en
el literatura sobre el efecto antiinflamatorio de la apli-
cacién de PDT, donde de Oliveira y cols. (32) mos-
traron una significativa reduccién de TNF-o y de
RANKL (Receptor del Activador del Factor Nuclear
Kappa), aunque no estadisticamente significativa res-
pecto a la obtenida tras el tratamiento con RAR.

La capacidad antioxidante del FCG se ve comprome-
tida en la periodontitis (33). Este compromiso parece
deberse més a una consecuencia de la enfermedad
inflamatoria que a factores que predisponen a ello
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(33). Varios estudios indican que las especies reacti-
vas del oxigeno (ERO) juegan un papel importante en
la reacciones fisioldégicas e inmunoinflamatorias. En
el cuerpo humano hay un mecanismo antioxidante
para mantener el equilibrio redox (34). La ruptura de
este equilibrio puede conducir a un dafio que se ve
incrementado por las ERO. De hecho, muchas enfer-
medades se han correlacionado con la pérdida de
este balance redox, o estrés oxidativo. Estudios pre-
vios han mostrado que la defensa antioxidante esta
reducida en la periodontitis crénica, y el tratamiento
no quirdrgico con mejoras en los pardmetros clinicos
puede aumentar dicha defensa antioxidante en los
pacientes (35,36). En este estudio, hemos podido
mostrar el efecto antiinflamatorio que ejerce la radia-
cién de Er:YAG y como el RAR complementado con
TFD frena también el proceso inflamatorio, sin em-
bargo, estos hechos no se han traducido en un incre-
mento del estado antioxidante total de FCG.

CONCLUSIONES

La terapia complementaria con Er:YAG ejerce un
efecto antiinflamatorio adicional y, ademaés ralentiza
ligeramente el proceso de recolonizacion.

La terapia complementaria con TFD frena el proce-
so inflamatorio y ejerce un positivo efecto clinico
adicional: una ligera disminucién de PSBT.
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