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RESUMEN

Objetivos: Se ha demostrado que la terapia fotodindmica (TFD) y los farmacos
antirresortivos como el alendronato (ALN) reducen la pérdida 6sea alveolar. El objetivo
de este estudio era evaluar los posibles efectos sinérgicos de la combinacion de TFD y
ALN sobre la pérdida 6sea alveolar en ratas con periodontitis. Material y Métodos: Se
indujo la periodontitis mediante ligadura a 60 ratas Wistar y se distribuyeron al azar en:
Grupo 1 (control); Grupo 2 (TFD); Grupo 3 (ALN 0,01 mg/ kg); Grupo 4 (ALN 0,25 mg
/ kg); Grupo 5 (TFD + ALN 0,01 mg / kg) y Grupo 6 (TFD + ALN 0,25 mg / kg). Las
ratas fueron sacrificadas el dia 12 y se procesaron las mandibulas para: analisis
morfométrico macroscopico, micro CT para analizar la densidad mineral ésea (DMO) y
andlisis histoldgico. Se tomaron muestras gingivales para evaluar los niveles de
mieloperoxidasa (MPO) y malonaldehido (MDA). Resultados: El orden de los grupos de
mayor a menor segun la pérdida 6sea y la actividad inflamatoria en el estudio histoldgico
fue: control>ALN 0.01 mg/kg> TFD >ALN 0.25 mg/kg> TFD + ALN 0.01 mg/kg> TFD
+ ALN 0.25 mg/kg, mientras que el orden de menor a mayor segin la DMO fue:
control<ALN 0.01 mg/kg<TFD<ALN 0.25 mg/kg<TFD + ALN 0.01 mg/kg<TFD +
ALN 0.25 mg/kg. El orden de mayor a menor segun la actividad de la MPO y el MDA
fue: control>ALN 0.01 mg/kg>TFD>ALN 0.25 mg/kg>TFD + ALN 0.01 mg/kg>TFD +
ALN 0.25 mg/kg. Los resultados positivos obtenidos en el grupo tratado con TFD + ALN
0,25 mg / kg, mostraron diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) en
comparacion con los otros cinco grupos para la DMO, la MPO y el MDA. Conclusion:
El tratamiento combinado de TFD + ALN 0,25 mg / kg demostré un efecto protector

sobre la pérdida Gsea alveolar.



SUMMARY

Objective: Photodynamic therapy (PDT) and antiresorptive drugs such as alendronate
(ALN) have been shown to reduce alveolar bone loss. The aim of this study was to
evaluate the possible synergic effects of combining PDT and ALN on bone loss in
periodontitis in rats. Material and Methods: Periodontitis was induced by ligature in 60
Wistar rats and were randomized in: Group 1 (control); Group 2 (PDT); Group 3 (ALN
0.01 mg/kg); Group 4 (ALN 0.25 mg/kg); Group 5 (PDT + ALN 0.01 mg/kg) and Group
6 (PDT + ALN 0.25 mg/kg). The rats were sacrificed on day 12 and the mandibles were
processed for: macroscopic morphometric analysis, micro CT to analyze bone mineral
density (BMD) and histological analysis. Gingival samples were collected to evaluate
myeloperoxidase (MPQO) and malonaldehyde (MDA) levels. Results: Bone loss and
inflammatory activity in histological study from the greatest to least was: control>ALN
0.01 mg/kg>PDT>ALN 0.25 mg/kg>PDT + ALN 0.01 mg/kg>PDT + ALN 0.25 mg/kg,
while the order from least to greatest BMD was control<ALN 0.01 mg/kg<PDT<ALN
0.25 mg/kg<PDT + ALN 0.01 mg/kg<PDT + ALN 0.25 mg/kg. The order of MPO and
MDA activity from greatest to least was control>ALN 0.01 mg/kg>PDT>ALN 0.25
mg/kg>PDT + ALN 0.01 mg/kg>PDT + ALN 0.25 mg/kg. The positive results obtained
in the group treated PDT + ALN 0.25 mg/kg, showed statistically significant differences
(p<0.05) compared with the other five groups for the BMD, MPO and MDA. Conclusion:
Combined approach therapy of PDT + ALN 0.25 mg/kg demonstrated a protective effect

on alveolar bone loss.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1. Enfermedad periodontal

La enfermedad periodontal englobaba varios tipos de patologias de origen
infeccioso y naturaleza inflamatoria producida principalmente por la colonizacién de
bacterias, comUnmente de tipo gram negativo y cuyo desarrollo puede ser agudo o
cronico. El dafio tisular en la enfermedad avanzada producido por la reaccion inflamatoria
afectara en este caso al area circundante a la lesion, afectando a las estructuras tisulares
de sostén, provocando la perdida de insercion del tejido conectivo y del mismo hueso
alveolar, destruyendo asi el sistema de sostén que ancla los dientes a la cavidad oral
(Highfield, 2009).

La acumulacion de placa dental rica en bacterias inducird al desarrollo de la
inflamacion al estimular la respuesta inmunitaria. El sistema inmunolégico actuara,
induciendo la infiltracion de leucocitos polimorfonucleares, y provocando edema y
dilatacion de los vasos. Sin embargo, es la propia respuesta inmunoldgica uno de los
causantes de la pérdida del tejido de sostén junto la accion de las toxinas bacterianas

(Reynolds-Campbell y cols., 2017).

Sin embargo, a colonizacion bacteriana no es el Unico factor necesario para el
desarrollo de la enfermedad, ya que existen un gran numero de factores dependientes del
paciente que afectaran directamente al desarrollo de la enfermedad (Genco y Borgnakke,
2013).

1.1.1. Historia

Los primeros indicios del conocimiento y del tratamiento de la enfermedad
periodontal datan de hace mas de 5000 afios, donde existen indicios del diagnéstico y
tratamiento de la enfermedad en las antiguas civilizaciones chinas y egipcias (Gold,
1985). Existen documentos firmados por Abu | Quiasim donde se describen tratamientos
periodontales en el siglo X en Espafia. Algunos escritos mas recientes, como el libro El
“The Surgeon Dentist” en 1728 de Pierre Fauchard o “A Practical Practise Treatise on the

Diseases of the teeth” publicado por John Hunter en el afio 1778 describen la enfermedad
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y los tratamientos de la época. Sin embargo, no se encontraron evidencias de la existencia
de microorganismos hasta el siglo XVII por Von Leewenhoek en el tejido gingival. Sin
embargo, no se aceptd una relacién directa con la enfermedad hasta los descubrimientos
de Adolph Wizel en el siglo XIX. Paralelamente, John Riggs, un periodoncista americano,
relacioné factores locales y sistémicos con la enfermedad periodontal. Fue en este siglo
cuando comenzaron las primeras clasificaciones de la enfermedad segun sus
caracteristicas visibles (Highfield, 2009). Desde entonces se han realizado varias
clasificaciones atendiendo a los descubrimientos que se iban consiguiendo, destacando la

figura de Armitage por sus aportes al conocimiento de la enfermedad (Armitage, 1996).

Finalmente, ya fue en 1999 cuando la Asociacion Americana de Periodoncia
establecio la clasificacion que se utiliza hoy en dia por su complejidad y detalle, siendo

la clasificacion mas completa (Armitage, 1999).

1.1.2. Anatomia periodontal

Para conocer méas acerca de la enfermedad periodontal es de vital importancia
entender la anatomia. Denominamos periodonto al conjunto de tejidos encargados de
Ilevar a cabo el anclaje de las piezas dentales al resto de estructuras de la cavidad bucal,
hecho fundamental para poder llevar a cabo la funcién masticatoria. Dividiremos en dos

grupos las estructuras que forman parte de todo el sistema:
e Tejidos duros

o Esmalte. A pesar de que el esmalte es el componente mas externo
de la corona de las piezas dentales, tiene una relacion directa en el
anclaje, ya que las células epiteliales se anclan a este desde la

erupcion del diente.

o Cemento. Al igual que el esmalte, anatdbmicamente forma parte de
las piezas dentales. Sin embargo, presenta funcionales
fundamentales en la insercion. El cemento es un tejido muy similar
en su composicion al hueso (aunque no presenta vascularizacion

interna) que cubre la raiz del diente, y cuya funcion se debe a que
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sirve de insercion para las fibras de Sharpey del ligamento
periodontal.

o Hueso alveolar. Es el tejido 6seo que forma la cresta alveolar
donde van insertadas las piezas dentales. Sirve de insercion para la
otra cara del ligamento periodontal. Se caracteriza por tener la
capacidad de remodelarse segin las cargas que recibe, y se
reabsorbe gradualmente tras la pérdida de los dientes. Presenta 3
partes distas: Compacta externa o cortical, que recubre la zona mas
externa de la cresta, tanto vestibular como lingualmente; hueso
alveolar, es la cara que se encuentra practicamente en contacto con
los dientes, en ella se ancla el ligamento periodontal y permite el
paso de los paquetes vasculares que nutren los dientes; hueso
esponjoso, es un tejido trabeculado que permite amortiguar y
distribuir las presiones recibidas por los dientes.

e Tejidos blandos

o Mucosa oral. Es el tejido que tapiza la mayor parte de la extension
de la cavidad bucal, estando presenta en la lengua, paladar, mejillas

y encia.

o Encia. Es el tejido que abraza las piezas dentales y la zona méas
coronal de la cresta alveolar. Presenta una porcién libre y otra
adherida. La porcion libre abarca desde la linea amelocementaria,
hasta la zona méas coronal (1,5 mm aproximadamente). Las papilas
forman parte de esta parte de la encia. La encia adherida continta
desde la encia libre hasta el limite mucogingival donde comienza
el resto de mucosa de revestimiento oral. Tiene un color mas palido

que la libre y un punteado caracteristico.

o Ligamento periodontal. Tejido conectivo encargado de mantener
unidos los dientes al hueso. Es capaz de recibir los impactos de la
masticacion para impedir la incrustacion de los dientes en el

alveolo. Esta formado por una gran cantidad de fibras que se
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diferencian entre si por su posicidn (supracrestales o infracrestales)
y por su direccion (horizontales, oblicuas, interdentales,

interradiculares, circulares y apicales).

1.1.3. Fisiologia periodontal

El periodonto es un tejido que se encuentra en constante agresion debido a sus
funciones y a su exposicion al medio externo y a patdgenos. Es por ello por lo que es un
tejido con una gran actividad metabdlica y de regeneracion. Al igual que la anatomia, es
imprescindible entender los procesos inmunitarios y de regeneracion que estan presentes

en el periodonto (Pihlstrom y cols, 2005).

Al igual que en el resto del sistema inmunitario, vamos a encontrar varias lineas
de defensa, como son las barreras, la inmunidad innata y la inmunidad adquirida
(Pihlstrom y cols, 2005):

e Barreras. Se van a encargar de evitar la intromisiéon y expansion de los

patdgenos. En la cavidad bucal contamos con varias barreras:

o PH oral. La capacidad tampon de la saliva va a conseguir que los
niveles de pH bucal se mantengan lo mas estables posibles. Esto

ralentiza el crecimiento de ciertas colonias de pat6genos.

o Fisicas. La presencia del epitelio que recubre las mucosas orales
supone una barrera infranqueable para la gran mayoria de

patogenos orales.

o Temperatura. Mantener la temperatura corporal estable impide por
si sola el crecimiento de patogenos.

o Microbiota normal. La flora estable presente en la cavidad oral va
a evitar por pura competicion la colonizacion de organismos
exogenos, asi como un equilibrio entre las presentes. Un
desequilibrio de este microbiota da lugar a la aparicion de distintas

enfermedades.
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o Exudado cervicular. La continua eyeccion de fluido trasudado del
surco puede convertirse en un exudado en caso de inflamacion que

consigue la expulsién de microorganismos en el surco

o Substancias antimicrobianas. El organismo es capaza de generar
substancias capaces de dificultar la expansion bacteriana como las
lisozimas, las catepsinas o lo agentes quelantes.

e Inmunidad innata. Mecanismo defensivo inespecifico. Dividido en:

o Mecanismos humorales (CRP, interferones, sistema de

complemento).
o Mecanismos celulares
= Celulas Natural Killer
=  PMN eosinofilos
= Fagocitos
= Mecanismos dependientes de oxigeno.

= Mecanismos independientes de oxigeno (enzimas

hidroliticas).

e Inmunidad especifica. Mecanismos adquiridos por el sistema inmunitario
para combatir amenazas que los sistemas anteriores no pueden eliminar.

Se divide en:

o Mecanismos humorales. Llevado a cabo por anticuerpos y
linfocitos B, més eficaz en infecciones posteriores gracias a la

memoria inmunoldgica

o Mecanismos celulares. Llevado a cabo por los linfocitos T.

Los dafios provocados en el tejido se van a reflejar en la aparicion de una reaccion

inflamatorio que seré el origen de la pérdida de tejido 6seo (Pihlstrom y cols, 2005).
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1.1.4. Clasificacion

A lo largo del tiempo y debido al desarrollo y aumento de conocimientos, la
clasificacion de las enfermedades periodontales ha cambiado. En la actualidad, la
clasificacion vigente fue establecida en el afio 1999 por la Asociacion Americana de
Periodoncia (Highfield, 2009).

1.14.1. Enfermedad gingival

Dentro de la enfermedad gingival, o gingivitis vamos a encontrar
varias patologias que afectan a el tejido gingival y que comparten entre si

varias caracteristicas (Armitage, 1999):
e Presencia de placa bacteriana.
e Inflamacién gingival, con enrojecimiento y sangrado.
e Posible evolucion a enfermedad con pérdida de insercion.
e Reversibles si eliminamos las causas

La diferencia es el origen de la enfermedad. Destacamos los siguientes
(Armitage, 2000):

e Asociada a placa bacteriana

Causa mas comun de gingivitis. Se debe al acumulo de placa
bacteriana que provoca una inflamaciéon de tejido gingival con
sangrado. No existen perdida de tejido de insercion, y se trata

eliminando la placa bacteriana.

e Asociada a factores sistémicos

Pueden estar asociados al sistema endocrino, como en el
caso de la pubertad, el ciclo menstrual, el embarazo o la Diabetes
Mellitus.

A parte, pueden estar relacionadas con discrasias

sanguineas. En estos casos destaca la leucemia.
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Asociada a medicamentos

Medicamentos como anticonceptivos, anticonvulsionantes,
antihipertensivos o inmunosupresores han demostrado estar
relacionados con la presencia de gingivitis en pacientes que los

consumen.

Causadas por malnutricion

La deficiencia de vitamina C se relaciona directamente con

la aparicion de gingivitis.

Existen casos de gingivitis que no se relacionan con la presencia de

placa bacteriana (Pihlstrom y cols., 2005):

Origen bacteriano

Asociadas a enfermedades bacterianas. Entre ellas la sifilis,
la gonorrea o las especies estreptococicas.

Origen virico

Destacan las infecciones herpéticas, como la
gingivoestomatitis herpética. Es una enfermedad que provoca la
formacion de vesiculas que forman ulceras dolorosas una vez se

rompen.

Origen fangico

Las infecciones por Candida Albicans resultan las mas
comunes dentro de las gingivitis de origen fungico. Enfermedad
que se aprovecha de momentos de bajadas de defensas o

desequilibrio de la flora oral para desarrollarse.

Origen genético

Padecimiento de fibromatosis gingival hereditaria.
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1.1.4.2.

Estado sistémico

Se pueden deber a reacciones alérgicas o a enfermedades

mucocutaneas como el lupus eritematoso o el liquen plano oral.

Lesiones traumaticas:

Traumas que pueden ser ocasionados por el propio
individuo como en un cepillado excesivamente agresivo o lesiones

iatrogénicas.

Reacciones a cuerpo extrafio:

La presencia de un cuerpo extrafio provocara una reaccion

inflamatoria localizada solo en la zona afectada.

Lesiones no especificas:

Hemangiomas o leucoplasias.

Periodontitis crénica

La periodontitis cronica se caracteriza por la existencia de la pérdida

de insercién de las piezas dentales por reabsorcion Gsea, con presencia de

bolsas periodontales e inflamacion gingival. Otros signos tipicos son el

sangrado y supuracion, la movilidad dentaria y recesiones o sobrecrecimientos

gingivales con la pérdida de dientes en ultima instancia. Se denomina

periodontitis localizada cuando la afectacion es inferior al 30% del periodonto,

siendo generalizada cuando la extension es mayor. Podemos clasificarlas

segun su gravedad (Bascones-Martinez y Figuero, 2005):

Periodontitis leve: pérdida de insercion inferior a 2 mm.
Periodontitis moderada: pérdidas de insercion entre 3 y 4 mm.

Periodontitis severa: pérdidas mayores o iguales a 5 mm.
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La placa bacteriana y su virulencia en conjunto con los mecanismos
defensivos son los factores mas asociados a la aparicion de las periodontitis

cronicas (Bascones-Martinez y Figuero, 2005).

1.1.4.3. Periodontitis agresiva

La periodontitis agresiva es una enfermedad que provoca una pérdida
muy rapida de los tejidos de insercidn. Esta destruccion severa del tejido no
se corresponde con los depositos microbianos, pero aparece gran
concentracion de bacterias del complejo rojo. En caso de afectar a dos dientes
0 menos se considera localizada. La periodontitis agresiva generalizada es
comun en paciente de menos de 30 afios y afecta a mas de 3 dientes (Bascones-

Martinez y Figuero, 2005).

1.1.4.4. Periodontitis como manifestacion de enfermedades sistémicas

Casi todas las enfermedades sistémicas asociadas a la periodontitis
tienen una base genética. Se pueden clasificar segin su asociacion en

(Bascones-Martinez y Figuero, 2005).:
e Enfermedades de alteraciones hematoldgicas.

Algunos ejemplos son la neutropenia cuantitativa, la
leucemia o la alteracion de otras células sanguineas como los

hematocitos o las plaquetas.

e Enfermedades de alteraciones genéticas.

Es el grupo que méas enfermedades recoge. Podemos
resaltar el Sindrome de Down, la Neutropenia familiar, Sindrome
de Chediak-Higashi, Sindrome de Histiocitosis, Sindrome de

Cohen o la hipofosfatasia.
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e Otras enfermedades sistémicas.

Entre las que se encuentran la Diabetes Mellitus,
enfermedades asociadas a factores ambientales (tales como el
estrés y tabaco), alteraciones hormonales como la osteoporosis
postmenopausica o el embarazo, SIDA, asociado a consumo de

medicamentos y presencia de pénfigos y penfigoides gingivales.

1.1.45. Enfermedad periodontal necrotizante

La gingivitis ulcerativa necrosante (GUN) es una enfermedad
periodontal que presenta necrosis de las papilas interdentales. Cursa con dolor
sangrado y ulceras en el tejido gingival. Otros sintomas caracteristicos son la
halitosis, fiebre e incluso malestar general. Los factores asociados son el
consumo de tabaco, malnutricion, inmunosupresion, estrés, traumatismos o
gingivitis previa. La enfermedad se resuelve tras recibir tratamiento
periodontal adecuado, asi como antibidtico sistémico (Bascones-Martinez y
Figuero, 2005).

La periodontitis ulcerativa necrosante (PUN) presenta las mismas
caracteristicas que la GUN, pero afiadiendo la necrosis del hueso alveolar y

del ligamento periodontal.

1.1.4.6. Abscesos del periodonto
Existen varios casos de abscesos que afectan al tejido periodontal:
o Absceso periodontal

AcUmulo de pus que comunica con la cavidad oral por el surco
gingival. Se trata de una patologia muy destructiva con el tejido
periodontal, por lo que la pieza afectada sufre a menudo movilidad y
extrusion, con presencia de dolor agudo e imposibilidad de masticar. En
infecciones mayores puede presentar hipertermia sistémica. El tratamiento

se basa en el drenaje del material purulento para aliviar el malestar y la
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presion, y pautar antibidtico adecuado (Bascones-Martinez y Figuero,
2005).

o Absceso gingival

También denominado sindrome del septo. El origen de esta
infeccion no es bacteriano. Se debe a la impactacion de un cuerpo extrafio
dentro de la encia, lo que provoca una reaccion inflamatoria localizada con
dolor, sangrado y deformacion de la papila. La patologia se resuelve al
eliminar el cuerpo extrafio incrustado en el tejido. (Bascones-Martinez A
y Figuero, 2005).

o Absceso pericoronario

Infeccidn provocada por la erupcién de piezas dentales, siendo las
probable su aparicion en la erupcion de los terceros molares. El
tratamiento se basa en el uso de antisépticos orales como la clorhexidina.
En caso de infecciones mayores serd necesario pautar antibidtico
sistémico. En caso de urgencia se puede recurrir al drenaje. (Bascones-

Martinez y Figuero, 2005).

1.1.4.7. Periodontitis asociadas a lesiones endodénticas

Lesiones que afectan tanto a la pulpa dental como al sistema
periodontal. Esto se debe a que existe una relacién dindmica entre ambos
sistemas. Una afectacion pulpar, puede conllevar la produccion de una lesion
infecciosa que acabe afectando al espacio periodontal contiguo. Las lesiones
endoperiodontales siempre van a cursas con una vitalidad pulpar negativa y la
presencia de una bolsa periodontal que llega hasta el apice o a algin conducto
lateral. El tratamiento consistira en llevar a cabo la endodoncia de la pieza
afectada. Si el tratamiento tiene éxito, el dafio periodontal se recupera. En caso
de que haya afectacion del cemento radicular, puede necesitar de tratamientos

periodontal (Sanz-Sanchez y Bascones-Martinez, 2008).
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1.1.4.8. Deformidadesy condiciones adquiridas

Desatacaremos 3 patologias de interés dentro de este grupo (Sanz-

Sanchez y Bascones-Martinez, 2008):
o Reabsorcion Radicular

Patologia asociada a tratamientos ortodéncicos, traumatismos,
presencia de infecciones o tratamientos de blanqueamientos. Pueden
ocurrir espontaneamente. Se clasifican segun el tercio radicular afectado

(Sanz-Séanchez y Bascones-Martinez, 2008).

. Perforacion radicular

Origen iatrogénico. Puede ocurrir durante un tratamiento
endodontico o conservador, al perforar las estructuras dentarias
provocando comunicaciones con los espacios exteriores circundantes, ya
sea con limas fresas o pernos. Este tipo de lesiones conllevard a una
reaccion inflamatoria con dificil solucién. Se han descrito técnicas de
sellado, con materiales como el MTA, pero todos los tratamientos posibles
tienen una predictibilidad baja (Sanz-Sanchez y Bascones-Martinez,
2008).

. Fractura radicular

Lesiones caracterizadas por el dificil diagndstico. Producidas
normalmente por traumas. El tratamiento es la exodoncia de la pieza
afectada, aunque en caso de piezas multirradiculares, si la lesion afecta a
una sola raiz, se puede plantear la amputacién de la misma, siempre con
las consecuencias que ese tipo de tratamientos conlleva ciertos riesgos que

el paciente debe asumir (Sanz-Sanchez y Bascones-Martinez, 2008).
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1.1.5. Etiopatogenia

Como ya se ha mencionado, la enfermedad periodontal es un proceso
inflamatorio de origen bacteriano que esta influenciado por un gran ndmero de

factores, la cual puede tener un curso agudo o cronico.

El principal agente causal de la enfermedad periodontal son las bacterias.
La presencia de bacterias provoca una respuesta inmunitaria, que, al mantenerse
extendida en el tiempo, provocara dafios en los tejidos de sostén de las piezas
dentarias. Las bacterias tienen la capacidad de asociarse para formar la placa
dental, un deposito blando que se adhieren a los tejidos duros dentarios. El
acumulo de esta biofilm, resultado de una mala higiene, sera el responsable de la
aparicion de la gingivitis, la cual podra evolucionar a periodontitis dependiendo

del resto de factores que se extenderan més adelante (Offenbacher, 1996).

1.1.5.1. Placa dental

La placa se va a caracterizar segun su potencial patogénico (si es
cariogénica o periodontopatégena), segun su adherencia y segun su localizacion.
La placa supragingival es como se denomina a la placa expuesta cuya composicion
es principalmente de bacterias Gram positivo sacaroliticas y tiene un potencial
patogénico cariogénico. La placa que se desarrolla al fondo del surco gingival, o
placa subgingival, se compone de bacterias gramnegativas y periodontopatégenas

por su capacidad proteolitica (Marsh, 2004).
El desarrollo de la placa gingival se divide en varias fases
e Formacion de la pelicula adherida.

Formada por proteinas y glucoproteinas con capacidad de
adherirse al esmalte dental.

e Colonizacién de microorganismos

En esta fase, las bacterias entrardn en contacto con la
pelicula y se adherirdn a esta por medio de las adhesinas, unas

proteinas con propiedades adherentes.
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o Coagregacion

Fase en la cual la placa madura, y nuevas colonias
bacterianas se van acumulando en la superficie por medio de las

lectinas. En esta fase, la placa comienza a ser patogeénica.
e Formacion de matriz

Fase fina donde se crea una matriz estable donde las

colonias de las distintas bacterias interaccionan entre si.

Debido a la interaccién presente en la matriz celular de la placa, muchas bacterias
patogénicas con el periodonto consiguen desarrollarse y crecer, algo imposible si no

existiera esta sinergia (Rosan y Lamont, 2000).

1.1.5.2. Microrganismos implicados

Como hemos hablado, la placa bacteriana causante del inicio de la enfermedad
periodontal se compone de una gran variedad de distintas bacterias. Por ello, es
importante conocer cuél de estas son las causantes del desarrollo de la enfermedad.
Resaltamos que, aunque algunas bacterias no se implican directamente, si son necesarias

para la progresion de las verdaderamente patologicas (Holt y Ebersole, 2005).
e Bacterias implicadas indirectamente
o Haemmophilus aphrophilus
o Haemmophulis actinomytemcomitans
o Capnocitophaga gingivalis
o Eikenella corrodens

o Provotella intermedia
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e Bacterias implicadas directamente. Es el denominado complejo rojo por
Socransky en 1998. En éste se encuentran las bacterias que muestran una gran

relacion con la enfermedad periodontal.
o Porphyromona gingivalis
o Tanarella Forshyhia

o Aggregatibacter actinomytemcomitans

1.1.5.3. Factores locales

Los factores locales se relacionan directamente con la localizacion de los tejidos
afectados por la enfermedad periodontal, afectando en el mismo individuo con mayor o
menor gravedad en distintas localizaciones. Las alteraciones que provocan estas
diferencias pueden darse tanto en los tejidos blandos como los duros, tanto
individualmente como en conjunto. En ocasiones observamos como la enfermedad afecta

de distintas maneras (Kornman y Lée, 1993).

e Tejidos blandos. Alteraciones de los tejidos que cubren la cavidad oral, y tejidos
circundantes a las piezas dentales. Encontramos varias alteraciones (Kornman y
Loe, 1993).

o Técnica de cepillado. La ausencia de una higiene oral correcta
conllevara al acimulo excesivo de placa bacteriana. Los cepillados
excesivamente agresivos pueden provocar un dafio directo sobre el
tejido gingival desencadenado reacciones inflamatorias y la

enfermedad periodontal.

o Biotipo gingival. Los biotipos gruesos acumulan mas sarro apareciendo
bolsas periodontales con menos dificultad, mientras los méas finos

presentan una mayor facilidad para sufrir recesiones

o Existencia de recesiones. Asociado directamente a la pérdida de hueso

posterior.

o Parafunciones. El bruxismo afectara a la insercion por trauma oclusal.
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o Respiracion oral. Relacionado con la falta de humedad de la cavidad
oral, tanto por la disminucion de la humedad, como por la disminucion

de los factores protectores de la saliva.

e Tejidos duros. Puede afectar al esmalte dental, a la raiz o al hueso alveolar
(Kornman y Loe, 1993).

o Esmalte dental. Factores como anomalias anatomicas, o0
malformaciones que afectan a la estructura del esmalte como la

amelogénesis imperfecta.

o Raiz. Los factores que afectan a la raiz pueden ser por un fallo en el
desarrollo embrioldgico, o dafios posteriores de origen traumatico. El
factor posterior mas importante es el dafio por traumatismo, que suele
provocar fracturas o fisuras radiculares. Estos dafios suelen provocar la
perdida de la pieza, pero incluso en los casos en los que se puede
mantener el diente, la pérdida de soporte 6seo lo hace més susceptible
a sufrir dafios periodontales. Los factores mas importantes causados por

anomalias en el desarrollo son:

o Surcos radiculares. Unos surcos anormales facilitaran la penetracion de

microrganismos patogenos en el tejido subgingival.

o Raices supernumerarias. Provocan una mayor dificultad a la hora de

higienizar y eliminar la placa.
o Taurodontismo y dilaceraciones radiculares

o Perlas de esmalte. Estos acumulos anormales de esmalte en la raiz del

diente que sirve como depdsito para los patdgenos.

o Dentinogénesis imperfecta. La malformacion de la dentina conlleva una
formacion anormal del cemento circundante que puede facilitar la

aparicion de la enfermedad periodontal.
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e Hueso alveolar

o Enfermedades con afectacion Osea sistémica como o0steoporosis,

osteopenia, osteomalacia o enfermedad de Paget

o Anomalias estructurales como las dehiscencias o las fenestraciones, ya

sean provocadas por infecciones, traumaticas, iatrogénicas o en el

desarrollo del hueso.

o Tratamiento con bifosfonatos que afectan a la actividad de los

osteoclastos.

o Tratamiento con radioterapia.

1.1.5.4. Factores Generales

Existen muchos factores generales que pueden afectar al desarrollo de la

enfermedad periodontal (Kirkevang y cols., 2007).

e Inmunidad. La existencia de alguna mermaen las capacidades de inmunidad

de la persona puede provocar el desarrollo de la enfermedad, ya afecte a la

inmunidad especifica, a la inespecifica 0 sea por una enfermedad

autoinmune.

e Vascularizacion. Los factores que afectan a la vascularizacion del tejido

gingival se relacionan directamente no la aparicion de la enfermedad

periodontal, como la hipofuncion masticatoria.

e Otros factores. Otros factores que pueden afectar son:

o

o

Edad

Herencia genética
Habitos de higiene
Tabaquismo
Estrés

Enfermedades metabdlicas como la diabetes.
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1.1.6. Tratamiento de la enfermedad periodontal

El tratamiento de este tipo de patologias se basa principalmente en la remocion
del célculo tanto subgingival como supragingival, eliminando de esta manera el foco
infeccioso y en teoria la causa de la patologia. Es por eso por lo que un buen diagnostico
es importante para hacer una buena planificacion del tratamiento. Contamos con varios

tratamientos a la hora de tratar la enfermedad periodontal (Caffesse y cols., 1986).

1.1.6.1. Tartrectomia

La acumulacién de célculo supragingival favorecera la instauracion de la
placa bacteriana. En este punto se desarrollara la gingivitis. Esta primera fase de
la enfermedad periodontal se tratara basicamente con la remocion del célculo
supragingival. Para ello se realizara una tartrectomia, que permitira eliminar la
suciedad, ya se mediante instrumentos ultrasonicos eleccion preferente en la
actualidad, rotatorios (fresas de diamante para contraangulo) o con instrumentos
manuales, los cuales se encuentran en desuso. Existen otros medios menos

utilizados como los instrumentos sonicos (White, 1997).

1.1.6.2. Raspadoy alisado radicular (RAR)

Tratamiento preferente para tratar la periodontitis. Consiste en la remocion
del célculo subgingival que provoca el desarrollo de la pérdida del tejido de
insercion. Se llevara a cabo cuando existan bolsas periodontales de mas de 3 mm
de profundidad. El objetivo del RAR sera devolver la salud del tejido periodontal,
eliminando el origen del problema y creando una superficie apta para la

reinsercion de los tejidos blandos en los dientes (Loesche y Grossman, 2001).
o Procedimiento

El procedimiento de eleccion es el RAR con instrumentos
manuales, siendo las curetas las més utilizadas. En este caso se introduce
el instrumento enfocando con la parte activa hacia la bolsa periodontal, se

activa mediante la posicion y se extraen los célculos (raspado).
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Posteriormente se alisara la zona tratada para dejar la raiz en buenas
condiciones para la reinsercion, aunque el resultado no siempre es el
mejor, por lo que contamos con otros sistemas. Destacan los sistemas
sonicos, ultrasonicos y rotatorios, para conseguir un alisado mas efectivo
(Pérez y Fenoll, 1996).

° Limitaciones

A pesar de los buenos resultados que se obtienen, no se consigue
una eliminacién total de todo el célculo y es debido a las limitaciones que
presenta:

o Profundidad de las bolsas periodontales

Cuando la profundidad de la bolsa periodontal es mayor a 6 mm, los

resultados son mucho peores que en bolsas menos profundas
o Anatomia radicular anormal.

La presencia de bifurcaciones, perlas de esmalte y otras anomalias de
la raiz aumentara la dificultad del raspado, disminuyendo por tanto el

resultado final.
o Posicion de los dientes

La existencia de apifiamientos, y los dientes posteriores por su peor

accesibilidad dificultan llevar a cabo el RAR.

° Efectos secundarios

Los efectos secundarios son poco frecuentes, pero es importante
tenerlos en cuenta. El efecto secundario més frecuente es la aparicion de
recesiones, fruto de la desinflamacion del tejido cuando ya ha existido una
pérdida del soporte 6seo. El dolor leve y el sangrado en los dias préximos
al tratamiento son frecuentes, mientras que la aparicion de abscesos

periodontales es muy poco frecuente (Caffesse y cols., 1986).
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1.1.6.3. Cirugia periodontal

En casos donde el RAR no presente un buen resultado, a pesar de haber
sido repetido, 0 en caso de existencia de bolsas periodontales mayores a 6 mm
sera necesario llevar a cabo cirugia periodontal. (Caffesse y cols., 1986). La
cirugia consistird en la apertura de un colgajo con el objetivo de visualizar
perfectamente y tener el mejor acceso posible a las bolsas periodontales mas
profundas. Presenta mas molestias post operatorias, por lo que es un tratamiento
reservado para pacientes que no responden al RAR y con bolsas de més de 6 mm.
(Caffesse y cols., 1986).

1.1.6.4. Tratamientos sistémicos

El uso de antibidticos sistémicos muestra cierta eficacia, pero la capacidad
adaptativa y la generacion de resistencias de las bacterias productoras de
periodontitis, impide el uso indiscriminado de este tipo de tratamientos, por lo que
Su uso se reserva para llevar a cabo profilaxis en pacientes especiales y para

tratamientos de urgencia como abscesos 0 necrosis. (Loesche y Grossman, 2001)

1.1.6.5. Tratamientos alternativos
o Antisépticos orales

El antiséptico por excelencia para el tratamiento de la enfermedad
periodontal es la clorhexidina en concentraciones de 0,12%. A pesar de
que su uso no eliminara la causa principal de la enfermedad periodontal,
sera capaz de disminuir la carga de organismos patologicos intraorales,
por lo que es un tratamiento de eleccion en conjunto con los tratamientos

de desbridamientos clasicos (Greenstein y cols., 1986).
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o Bifosfonatos en gel

Los bifosfonatos nitrogenados como el alendronato han mostrado
la capacidad de reducir la actividad inflamatoria ya que promueve la
inactivacion de algunas metaloproteinasas de matriz mediante la
exposicion de los sitios criticos de degradacion de la plasmina (Shinoda y
cols., 2007). El alendronato en gel al 1% de concentracion ha mostrado la
disminucion de los sintomas producidos por la enfermedad periodontal,
consiguiendo una reduccion de la pérdida de hueso provocada (Sharma,
2012).

o Terapia fotodindmica

La terapia fotodinamica ha demostrado tener grandes propiedades
bactericida en combinacion con los fotosensibilizantes. Por ello, barrios
estudios han determinado el efecto positivo de la TFD en el tratamiento de
la enfermedad periodontal (Carvalho y cols., 2011), tal y como se

desarrollara en apartados posteriores.

1.2. Bifosfonatos

Los bifosfonatos son un grupo de farmacos altamente parecidos a los pirofosfatos

producidos en el metabolismo humano, causante de la creacion de los cristales de

hidroxiapatita (Shinoda y cols., 2008), pero en vez de tener un &tomo de oxigeno en su

estructura quimica, poseen un atomo de carbono. Los bifosfonatos se caracterizan por su

alta estabilidad y resistencia a la hidrolisis enzimatica, gracias al &tomo de carbono de su

composicion. Este hecho hace que sean inhibidores de la resorcion 6sea (Arboleya y cols.,

1.2.1. Historia

Los primeros bifosfonatos fueron sintetizados en el siglo XIX, sin embargo, su

uso no estaba relacionado con la medicina, si no que era utilizado en diferentes tipos de

industria (textil, aceites industriales o fertilizantes) por sus capacidades descalificantes al
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ser capaces de retener derivados del calcio, como las polifosfatos. Actualmente se siguen
utilizando como descalificantes de agua domésticos (Russell, 2011).

Fue a partir de la década de los 60 cuando se comenzd a estudiar su posible uso
en medicina, aunque el etidronato, el primer bifosfonato utilizado en humanos, fue
desarrollado a principios del siglo XX. En 1961, Herbert Fleisch y Bill Neuman
descubrieron, que muchos fluidos corporales, contenian inhibidores de la calcificacion, y
que el proceso se relacionaba con la presencia del coladgeno. Estudiaron las polifosfatos,
bajo la teoria de que un compuesto parecido, debia ser segregados naturalmente por el
cuerpo, y que este seria el regulador de los procesos calcificacion (Fleisch y Neuman,
1961).

Ya en 1965, Fleisch trabajo junto a la quimica Sylvia Bisacz y descubrieron que
el inhibidor presente en la orina era un pirofosfato inorganico, y que la disminucién de su
presencia 0 excesiva excrecion se relacionaba con la aparicion de enfermedades
relacionadas con la densidad 6sea, como la hipofosfatasia (Fleisch y cols., 1966). A partir
de este momento, se desarrollaron los bifosfonatos, unos farmacos analogos a los
pirofosfatos con la capacidad de reducir la actividad osteoclastica (Shinoda y cols., 2008).
Las primeras publicaciones con evidencias cientificas sobre su funcionalidad son de 1969,
afio en el que se hicieron las primeras pruebas sobre humanos para tratar la fibrodisplasia
osificante aguda mediante etidronato (Russel, 2011).

1.2.2. Mecanismos de accion

El principal efecto de los bifosfonatos es la de reducir el recambio dseo. El
bifosfonato queda almacenado en el hueso, pero cuando este comienza a reabsorberse, es
liberado y captado por los osteoclastos, provocando la ineficacia de las funciones de estos.
Podemos dividir en dos grupos los bifosfonatos (Vidal y cols., 2001):

o Bifosfonatos no nitrogenados. Estos bifosfonatos son los primero que se
descubrieron, y presentan una eficacia menor en la reduccion de la reabsorcion
Osea. Son capaces de introducirse directamente en el interior d ellos osteoclastos,
provocan la pérdida de la capacidad de las células de adherirse al hueso y

desencadenando la apoptosis (Rogers, 2004).
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e Bifosfonatos nitrogenados. Los bifosfonatos méas modernos contienen nitrégeno
en su composicion, lo que provoca un aumento de la potencia del tratamiento.
Los bifosfonatos nitrogenados son capaces de suprimir la actividad osteoclastica
inhibiendo la enzima la farnesil pirofostato sintetasa. Esta enzima se relaciona
directamente con la sintesis del colesterol. Su accion provoca la incapacidad de
sintetizar ciertas proteinas relacionadas con la accion de los osteoclastos

(Kavanagh y cols., 2006).

1.2.3. Farmacocinética

Los bifosfonatos se caracterizan por tener una baja absorcion a nivel
digestivo, lo que conlleva a que su consumo sea recomendado en ayunas y con
agua para mejorar la absorcion, o utilizar vias de administracion alternativas como
la intravenosa en pacientes con problemas digestivos o de movilidad. Los
bifosfonatos se mantienen en sangre un méximo de dos horas, y aproximadamente
el 50% es absorbido por el tejido 6seo, mientras el resto se excreta. Una vez en el

hueso pueden persistir hasta 10 afios (Vidal y cols., 2001).

1.2.4. Bifosfonatos mas utilizados

1.2.4.1. Alendronato

Bifosfonato nitrogenado. Es el farmaco mas extendido en el
tratamiento y prevencion de osteoporosis. Su administracién es por via oral

con dosis semanales habitualmente (Arboleya y cols., 2000).

1.2.4.2. Risendronato

Presenta una gran potencia. También es un bifosfonato nitrogenado.
Su uso estd recomendado para el tratamiento de la osteoporosis, asi como la
enfermedad de Paget. Parece provocar menos dafios a nivel digestivo que el

alendronato. Se toma mensualmente (Mitchell y cols., 1999).
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1.2.4.3. lbandronato

Bifosfonato nitrogenado oral de dosis mensuales. También existe por
via intravenosa. Utilizado para el tratamiento de osteoporosis en pacientes

postmenopausicas y con riesgo de fractura (Keating, 2016).

1.2.4.4. Pamidronato

Bifosfonato de via intravenosa. Frecuentemente utilizado para tratar
enfermedad de Paget, enfermedades oncoldgicas con implicaciones 0seas y
metastasis 0seas. También puede ser utilizada en osteoporosis. Relacionado

con la osteonecrosis maxilar (Coukell y Markham, 1998).

1.2.45. Zoledronato

Este bifosfonato se administra por via intravenosa. Utilizado en las
mismas indicaciones que el Pamidronato. Presenta mas eficacia en
hipercalcemias oncoldgicas. Relacionado con las necrosis maxilares (Major y
cols., 2001).

1.2.5. Aplicaciones clinicas

Los bifosfonatos tienen efecto directamente en los mecanismos de
resorcion dsea, por lo que la mayor parte de sus aplicaciones estan enfocadas para

tratar enfermedades Oseas.
e Osteoporosis (tratamiento y prevencion).
e Enfermedad de Paget
e Cancer con metastasis 6seas
e Hipercalcemias oncoldgicas
e Osteogénesis imperfecta.

e Periodontitis
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1.2.6. Efectos secundarios

A pesar de que, al principio, no se asociaron efectos secundarios nocivos con el
uso de bifosfonatos, con el paso de los afios se han descubierto una amplia variedad de
posibles efectos adversos, algunos potencialmente graves (Arboleya y cols., 2011). Los
efectos podemos clasificarlos segun si afecta al hueso, o fuera de el:

1.2.6.1. Efectos extradseos
o Gastroesofagicos

Las nauseas, vomitos o la dispepsia son algunos de los primeros
efectos que se observaron. Ademaés, su consumo se relacion6é con la
aparicion de erosiones esofagicas, asi como esofagitis. Esto provoco que
se tomaran algunas precauciones al tomar el medicamento, como tomarlo
con mucha cantidad de agua y evitando acostarse en la primera media hora

tras tomarlo por via oral (De Groen y cols., 1996).

. Oculares

Los casos de los efectos oculares tienen una incidencia muy baja,
pero se han registrado casos de conjuntivitis asociada al consumo de
bifosfonatos, siendo mayor si el paciente tiene alguna enfermedad
asociada. Otras patologias asociadas menos frecuentes son la uveitis,
desprendimiento de retina o edema preorbital (Aurich-Barrera y cols.,
2006).

. Renales

Los efectos renales como la necrosis tubular son muy infrecuentes,
pero se encuentran relacionados con los bifosfonatos intravenosos y con
pacientes con enfermedades renales previas (Perazella y Markowitz,
2008).
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o Hipocalcemia

La disminucién de calcio a nivel sistemico es un efecto
relativamente frecuente en pacientes que toman altas dosis por via
intravenosa, asi como en pacientes que sufren de insuficiencia renal o

deficiencia de vitamina D (Zuradelli y cols., 2009).

o Respuesta de fase aguda

Cuadro médico que se caracteriza por la aparicién de mialgias y
fiebre que cura 'y remite con paracetamol. Es mas frecuente en los primeros

tratamientos con intravenosos (Olson y Van Poznak, 2007).

1.2.6.2. Efectos 6seos
o Dolor musculoesquelético

A partir del afio 2008 se le dio gran importancia a este efecto
adverso, debido a que, en ocasiones, este dolor es incapacitante y puede
perdurar durante afios. Puede aparecer en cualquier momento del
tratamiento, y generalmente se alivia retirando el bifosfonato. Se
encuentra mas asociado a las tomas semanales y relacionado con el

risendronato y el alendronato (Caplan y cols., 2010).

o Fracturas atipicas

Este efecto presenta una incidencia inferior a 8 de cada 100.000
pacientes tratados mayores de 60 afios (Black y cols., 2010). La fractura
aparece en zonas donde los estudios histolégicos encontraron marcadores
de recambio éseo muy reducidos con respecto a la normalidad (Odvina y
cols., 2005).

° Osteonecrosis maxilar

La osteonecrosis es uno de los efectos adversos que mas a

trascendido tras su descubrimiento. Cursa con la presencia de exposicion
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Osea en la cavidad oral que no cura tras el transcurso de 8 semanas
(Arboleya y cols. 2011). ElI mayor riesgo aparece en la mandibula, asi
como en pacientes con tratamientos de bifosfonatos por via intravenosa.
Estos casos son frecuentes tras un tratamiento de cirugia oral, como puede
ser una exodoncia o la colocacion de un implante dental (Kalmar y cols.,
2006). Sin embargo, no se conocen exactamente que factores aumentan la
incidencia, aunque parece ser mayor en pacientes con mala higiene,
enfermedad periodontal o con historial de traumas orales (Khosla y cols.,
2007).

1.3. Terapia Fotodinamica (TFD)

La TFD aparece como un nuevo tipo de terapia con un gran potencial para el
tratamiento de una amplia variedad de enfermedades. Se basa en la aplicacion de un
determinado haz de luz combinado con un fotosensibilizante que se habra aplicado
previamente en el area a tratar. La reaccion de este fotosensibilizante provocara las

reacciones fisicoquimicas con el efecto terapéutico deseado (Sharman y cols., 1999).

1.3.1. Historia

El comienzo de la terapia fotodindmica se remonta a principios del siglo XX,
cuando un estudiante de medicina, Oscar Raab, descubri6 que la tincién naranja de
acridina (hidrocloruro de acridina) combinado con la aplicacion de un haz de luz producia
efectos toxicos sobre células de un tipo de paramecios (paramecium caudatum). Observo
que, tanto si aplicaba la tincién por si sola, como si aplicaba la luz sin la tincion
mencionada, no existia ningln efecto tdxico en las muestras, por lo que la combinacion

de ambas eras necesaria (Pagonis y cols., 2010).

Mas adelante, en 1903, un profesor de Oscar Raab, Von Tappeiner, en
colaboracion con Jesionek, un dermat6logo, comenzaron las primeras pruebas clinicas en
el tratamiento de algunas patologias dermatologicas. Para ello utilizaron eosina como
fotosensibilizante combinado con un haz de luz. Algunas de las enfermedades con las que

comenzaron las primeras pruebas fueron lupus vulgar, psoriasis, condiloma, sifilis, e
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incluso en céncer de piel no melanocitico. Fue entonces cuando nominaron este nuevo

tratamiento como Terapia Fotodindmica (Wan y cols., 2014).

A pesar de los hallazgos, este tipo de tratamiento no tuvo un gran impacto en la

época, y no seria hasta la década de los 70, cuando su uso volvid a popularizarse,

utilizando nuevos tipos de luz con distintos fotosensibilizantes (Wan y cols., 2014).

1.3.2. Mecanismos de accion

Para que el efecto de la terapia fotodindmica sea posible, es necesaria la presencia

de 3 elementos imprescindibles (Dolmans y cols., 2003):

Fotosensibilizante: Es una sustancia que es capaz de adherirse a las células y
tejidos diana. El efecto de la terapia se llevara a cabo cuando el fotosensibilizante
se vea activado al ser expuesto a una luz de una determinada longitud de onda,
pasando de estado fundamental a estado excitado y viceversa. Este cambio de
estado provocara la emision energética que producira el efecto toxico sobre el

tejido diana

Oxigeno: Fundamental para conseguir las reacciones necesarias para conseguir la
efectividad de la terapia, ya que la excitacion del oxigeno provocara la muerte

celular que se trata de conseguir en las células diana.

Fuente de luz. El haz de luz es un elemento imprescindible, permite la interaccion
con el fotosensibilizante para producir el efecto de excitacidn electronica deseado.
Podemos encontrar gran cantidad de fuentes luminicas para la terapia

fotodinamica (luz azul, verde, roja, fuentes monocromaticas o policromaticas).

Para conseguir el efecto deseado, el espectro de luz se debe corresponder
con el necesario por el fotosensibilizante para conseguir la liberacion energética

y el estado de excitacion posterior que conllevara el efecto terapéutico.

El mecanismo de accion de la TFD se debe a la capacidad del

fotosensibilizante para excitarse al estar expuesto a la energia luminica. El cambio
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del estado base a estado excitado que sufre, provoca la liberacion de electrones
los cuales activaran dos vias posibles de accion, las cuales actian paralelamente
(Wany cols., 2014) (Figura 1).

o Via 1: Liberacion de radicales libres. La liberacion de energia por la
exposicion del haz de luz provocara una transferencia de electrones con
las células que componen los tejidos mas cercanos, provocando la
liberacion de estos radicales libres. La presencia de los radicales libres en
el medio, provocara la interaccion con las moléculas de oxigeno presentes
en el interior de las células, lo que formara derivados del oxigeno, tales
como el peroxido de hidrégeno, hidroxilos o superoxidos, que
reaccionaran y provocaran la muerte celular selectiva. Este mecanismo,
sera capaz de destruir las membranas al provocar dafos irreparables en

ésta (Dolmans y cols., 2003).

o Via 2: Oxigeno singlete. La energia liberada por la exposicion del
fotosensibilizante producira un estado de excitacion al oxigeno presente
en el medio. Estas moléculas de oxigeno reactivas son denominadas
oxigeno singlete. Los atomos excitados son capaces de reaccionar con una
gran variedad de elementos bioldgicos, desencadenando la muerte celular
selectiva por medio de dafios oxidativos irreversibles en las membranas
(Hamblin y Hasan, 2004) (Figura 2).

Fotosensibilizante Fotosensibilizante
estado base estado secundario

Fotodegradacid

+
G “’-»‘m eacciol S vowcrey
s e Iﬁ[u:‘ y ﬁt“_‘m
= '

Radicales OH

- %
Radicales A
Superoxido

-

Figura 1. Mecanismos de accion foto-oxidativas.
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Fotosensibilizador
Estado excitado

Fotosensibilizador
Estado Fundamental

Figura 2. Mecanismo de accién Tipo 2 de la terapia fotodindmica

Entre los dos mecanismos de accion que hemos visto, la segunda via es la
responsable del mayor dafio tisular provocado durante la exposicion a la TFD. Sin
embargo, tanto el tiempo como el radio de accion son muy reducidos: <0,4ms y
0,02 micrémetros respectivamente. Este hecho nos permite limitar la zona de
tratamiento Unicamente a los tejidos y células sensibles a los fotosensibilizantes.
Para evitar el dafio al tejido sano circundante, se tendra en cuenta la selectividad
del fotosensibilizante con el tejido diana, la duracion, la intensidad y la capacidad

de penetracion del tipo de la luz utilizado (Josefsen y cols., 2008).

Como hemos observado, los dafios celulares provocados por la TFD, tiene
como objetivo principal las membranas de las células diana, por lo que el dafio
provocado en el ADN celular es minimo, teniendo bajas posibilidades de provocar

mutaciones o efectos carcindgenos (Mroz y cols., 2011).

1.3.3. Fotosensibilizantes

Como se ha mencionado con anterioridad, la seleccion del
fotosensibilizantes es fundamental para llevar a cabo un tratamiento con TFD

eficaz, ya que nos permitira acotar los tejidos a tratar (Josefsen y cols., 2008)
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Los componentes fotosensibilizantes son ideales para eliminar
microorganismos tales como bacterias, hongos o virus. Esto se debe a la capacidad
que tienen para ser absorbidos y tefiidos sintéticamente por los fotosensibilizantes
debido a su carga positiva, que les permite penetrar en las membranas de
microorganismos cuya carga es negativa (Soukos y cols., 1998). Existen diversas
bacterias capaces de producir fotosensibilizantes enddgenos, por lo que pueden
ser eliminados sin la necesidad de ser tefiidos, aplicando el haz de luz adecuado
(Mazariegos, 2008).

Algunas de las caracteristicas que los fotosensibilizantes deben poseer son las

siguientes:
e Tincion selectiva en el tejido o células a tratar.
e Homogeneidad en la aplicacion en el tejido o célula diana.

e Alta Lipofilia alta para favorecer la penetracion en las membranas y barreras

biologicas.

e Espacio de tiempo lo méas breve posible entre la administracion y la

acumulacién maxima en la diana a tratar.
e Maxima implantacion en el tejido a tratar.
e Reactividad al aplicarse longitudes de onda de luz concretas.

e Rendimiento alto en la produccion de oxigeno singlete y de otras especies

reactivas de oxigeno.
e Vida media més larga en tejidos enfermos que en tejidos sanos.

e Facilidad de eliminacion en tejidos no enfermos.

Toxicidad nula en un ambiente oscuro.

Los primeros fotosensibilizantes utilizados para llevar a cabo tratamientos de TFD
eran derivados de la hematoporfirina, los cuales eran administrados por via intravenosa.
Este tipo de FS presentaba una desventaja importante, el tiempo de excrecion era lento,

por lo que los pacientes tenian posibilidad de presentar reacciones adversas, como
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fotosensibilidad, durante las 6 a 10 semanas tras la inoculacion del tratamiento. Por ello

debian evitar la exposicion a luz solar o a luces artificiales potentes.

Posteriormente, se cred una segunda generacion de fotosensibilizantes. Para
aumentar la selectividad de estos, aumentar la velocidad de eliminacion y la penetracion
tisular desarrollaron compuestos que poseyeran una absorcion luminica de mas de los 630
nm, que era lo habitual en los FT de primera generacion. Este cambio consiguié que se

pudieran realizar tratamientos fotodindmicos a mas profundidad (Moreno y cols., 2007).

Existe una gran cantidad de fotosensibilizantes, aunque podemos destacar como

los més usados los siguientes:
e Azul de metileno.

Su uso en medicina se extiende a méas de 100 afios. Como
fotosensibilizante ha demostrado tener un gran poder bactericida, afectando
tanto a bacterias gram negativas como positivas, y mostrando resultados
positivos en tratamiento de enfermedades periodontales (Shams y cols., 2011).
También se ha utilizado a nivel sistémico por via intravenosa para el
tratamiento de encefalopatias, envenenamiento por cianuro, urolitia y

metahemoglobinemia (Hou y cols., 2012)

e Azul de toluidina.

Este fotosensibilizante es otro de los mas utilizados. Presenta gran
eficacia en la eliminacion de patégenos como las bacterias, los virus o las
levaduras. Al igual que el azul de metileno, muestra un gran poder bactericida
tanto con bacterias gram positivas como negativas, siendo Util el tratamiento

de la enfermedad periodontal (Vaziri y cols., 2012).

e ALA (acido 5-aminolevulinico)

Fotosensibilizante de segunda generacion y gran potencia por tener
una mayor capacidad de crear el oxigeno singlete (Rajesh y cols., 2011).
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e Verde malaquita (diaminotrifenilmetano N-metilado)

Tinte cationico con una gran capacidad anti patdgena. Es util como
antibacteriano, antifungico y antiparasitario. Capaz de interaccionar con
las membranas celulares de los patdgenos diana. Es utilizado como tinte
industrial y como tratamiento preventivo en acuicultura (Chen y cols.,
2014).

e Violeta de genciana.

Este fotosensibilizante ha mostrado buenos resultados en
tratamientos antifangicos, se caracteriza por su estructura quimicas de

trifenilmetano (Mazariegos, 2008).

En la actualidad, las fuentes de luz mas utilizadas no son necesariamente las mas
potente, ya que con laseres de baja intensidad es posible alcanzar el efecto bactericida
esperado. Algunos de los laser mas utilizados son: laser de argon (A 488-514 nm, color
azul turquesa), laser helio-nedn (A 663 nm, color rojo), laser de diodo de galio-arsénico-

aluminio (Sahmy cols., 2011).

1.3.4. Campos de actuacion
1.3.4.1. Medicina

En relacidn con el tratamiento de infecciones, el uso de la TFD ha estado enfocado
mayoritariamente a las lesiones virales. Destacando, entre éstos, el tratamiento del herpes
simple en los afios 70. Para ello, se empleaban colorantes neutros y de diversos colores
gue se aplicaban en herpes tanto orales como genitales, administrando, a continuacion,
un tratamiento de fotoactivacion con luz blanca. No obstante, estudios posteriores entre
los que destaca el de Myers y colaboradores (Hamblin y Hasan, 2004) expuso en sus
resultados que dicho tratamiento no mostraba efectos terapéuticos para el tratamiento del
herpes simple, pero si podria manifestar posibles efectos negativos en lesiones

orolabiales, lo que provoc6 una disminucion de esta practica.
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La terapia fotodinamica es en la actualidad de gran utilidad en el campo de la
dermatologia, especialmente en el tratamiento de enfermedades inflamatorias e
infecciosas, asi como lesiones premalignas y malignas. De la misma manera, comienza a
abrirse paso en el tratamiento de dermatosis tales como el acné. EI microorganismo
vinculado al acné que presenta mayor prevalencia en la piel, asi como en los foliculos de
las &reas ricas en glandulas sebaceas es el denominado Cutibacterium acnes (C. acnes),
anteriormente conocido como Propionobacterium acnes (P. acnes) (Dréno y cols., 2018).
El proceso de tratamiento para este tipo de afecciones se lleva a cabo a través de la
fotoactivacion de las porfirinas bacterianas de este microorganismo, lo que produce una
formacion de oxigeno citotoxico que conlleva a la eliminacion del C. acnes, De esta
manera, la exposicién a la luz de 415 nm provoca una absorcion de los fotones y
excitacion fotodindmica de las porfirinas, lo que desencadena en la pared celular
bacteriana una irrupcién de su funcién normal y la posterior muerte del Cutibacterium
acnes. En consecuencia, este procedimiento se muestra beneficioso para el tratamiento

del acné vulgar, obteniendo unos resultados adecuados (Moreno y cols., 2007).

De la misma manera, se ha hecho uso de la TFD a través las vias sistémica y topica
para el tratamiento de la papilomatosis respiratoria recurrente (PRR) y el condiloma
acuminado, ambas provocadas por el virus del papiloma humano (VPH).

La eficacia de la terapia fotodinamica también ha sido probada en enfermedades
parasitarias tales como la enfermedad de Chagas (Trypanosoma cruzi) o la malaria

(Plasmodium falciparum) (Hamblin y Hasan., 2004).

Otro de los beneficios asociados a la TFD es su efectividad y eleccion como
tratamiento en carcinomas recurrentes o tumores secundarios en laringe, faringe y es6fago
(Mohanty y cols., 2013). Destacando un notable resultado tanto terapéutico como
cosmético en el tratamiento de los carcinomas basocelulares y nodulares. Lo que se refleja
en unas tasas de curacion (91%) similares a aquellas alcanzadas mediante cirugia (98%).
Pese a todo, sera el grosor o profundidad del tumor lo que determine la probabilidad de
conseguir un control local de los carcinomas basocelulares a través de la terapia
fotodinamica. Asimismo, diversos estudios (Moreno y cols., 2007) ponen de manifiesto
que, debido a la dificultad de poder penetrar a planos mas profundos del agente

fotosensibilizante, la TFD no seria una opcion adecuada para los carcinomas

Efectos de la terapia fotodindmica y el alendronato sodico sobre la periodontitis experimental en ratas
[34]



Introduccion

basocelulares agresivos entre los que se encuentran el infiltrante y morfeiforme, los

nodulares grandes y las recidivas.

Estudios pioneros sobre terapia fotodinamica en el campo de la neurocirugia
pusieron de manifiesto la eficacia en el tratamiento de determinados tumores cerebrales
de la TFD con un fotosensibilizante (ALA) por via oral (20 mg/kg/ peso). En este tipo de
casos, cuando ya se ha extirpado el tumor quirdrgicamente, la TFD puede ser auxiliar a
la cirugia a traves de la administracion del tratamiento en la cavidad resultante tras la
intervencion. Los resultados obtenidos, con relacién al uso conjunto de ambos
tratamientos pone de manifiesto un aumento significativo en la tasa de supervivencia de
estos pacientes. Por otro lado, en aquellos casos en los que se pretende definir los limites
periféricos de los gliomas infiltrantes, asi como la reseccion de dichas regiones el uso de
la TFD ha resultado ser igualmente beneficioso. De la misma manera, diversos estudios
muestran un incremento en la tasa de supervivencia por encima de los 36 meses en 63 y
25%, respectivamente de aquellos pacientes con astrocitomas anaplésicos y glioblastoma

multiforme tras el tratamiento con terapia fotodinamica (Moreno y cols., 2007).

En el area de neumologia, la terapia fotodindmica destaca por su aplicacién como
tratamiento paliativo en los casos de carcinoma broncogénico. Especialmente en aquellas
situaciones en las que el tamafio del tumor es tan reducido que no es posible su extraccion
y se precisa controlar el sangrado y evitar la obstruccion de las vias aéreas. Asimismo, la
TFD ha mostrado ser una técnica beneficiosa en el tratamiento de tumores que no son
posibles de intervenir mediante tratamientos convencionales debido a que presentan un
volumen insuficiente. Hasta la fecha, la TFD ha sido empleada como tratamiento de
eleccion en lesiones iniciales y desobstrucciéon de los bronquios en tumores en fases
avanzadas. Actualmente, estudios clinicos recientes se encuentran en fase Il (Moreno y
cols., 2007).

Por otro lado, con relacién al campo de la oftalmologia, se ha aplicado la TFD en
aquellos casos de degeneracion macular senil en los que se origina una neoformacion
vascular en la retina, la cual provoca pérdida de vision debido a la aparicién de cicatrices.
Para ello, se ha empleado la TFD con verdeporfina y luz roja de 689 nm y su objetivo ha

sido que el agente fotosensibilizante, al colocarse selectivamente en el tejido vascular
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neoformado, interrumpa en el progreso de la degeneracién preservando, de esta manera,

la vision del paciente (Moreno y cols., 2007).

La terapia fotodinamica ha sido empleada en urologia para el tratamiento del
carcinoma superficial de vejiga refractario mostrando unos resultados positivos en
relacion con su eficacia, a traves de la administracion intravenosa de photoprin para TFD
con irradiacion transuretral e intravesical. Asimismo, se ha hecho uso de la TFD para
casos de cancer de préstata y se ha propuesto para la hiperplasia prostatica benigna la
TFD transuretral (Moreno y cols., 2007).

La terapia fotodindmica, gracias a sus agentes fotosensibilizantes capaces de
adherirse a las células del sarcoma de Kaposi, ha mostrado su efectividad en casos de

pacientes con virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) (Moreno y cols., 2007).

De la misma manera, diversa literatura especializada pone de manifiesto la
eficacia de la TFD, tanto como terapia alternativa como asociada al tratamiento médico
en relacién con el tratamiento de la sinusitis crénica. Haciéndose, para ello, uso del azul

de metileno (cloruro de metiltionina) como agente fotosensibilizante (Biel y cols., 2011).

1.3.4.2. Odontologia

Actualmente, el uso de la terapia fotodinamica en el &mbito de la odontologia estéa
en constante expansion, especialmente en la intervencion de las infecciones orales. Cabe

destacar el empleo de esta técnica en desinfeccion (Kharkwal y cols., 2011).

e Enfermedad periodontal: Las denominadas enfermedades
periodontales provocadas por placa se han dividido a lo largo de la historia,
principalmente, en tres categorias generales, estas son, salud, -0 ausencia de
enfermedad-, gingivitis o periodontitis (Armitage, 2005). Por gingivitis
entendemos la presencia de inflamacion gingival que no conlleva pérdida de
insercion del tejido conectivo (Armitage, 1995). Por otro lado, la periodontitis
inducida por placa se caracteriza por la aparicion de inflamacion gingival en
aquellos lugares donde se ha generado una migracion de la insercion epitelial
a las superficies radiculares, lo que supone, ademas, una pérdida de tejido

conectivo y hueso alveolar (Armitage, 1995).
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En estos casos, el tratamiento de TFD se basa en introducir un
fotosensibilizante en la zona del alveolo dental y afiadir, a continuacion, luz a
través de una fibra Optica. Los resultados obtenidos se muestran semejantes a
aquellos conseguidos mediante el tratamiento periodontal de raspado y alisado
(Kharkwal y cols., 2011). Asimismo, se obtienen mayores resultados al
emplear de forma conjunta ambos tratamientos (Arweiler y cols., 2013).

La terapia fotodindmica se muestra beneficiosa en aquellos casos en
los que se pretende reducir el riesgo de bacteriemia, asi como una disminucién
del tiempo operatorio. De igual manera, la TFD es accesible a aquellas areas
que son de dificil acceso.

Estudios recientes ponen de manifiesto la total eliminacion de bacterias
anaerobias tales como Capnocytophaga gingivalis, Fusobacterium nucleatum
y Porphyromona gingivalis a través del tratamiento de TFD acompafiado,
posteriormente, de una disminucion de la actividad de algunos factores de

virulencia como las proteasas y los lipopolisacaridos.

De igual forma, Balata y colaboradores ponen de manifiesto en su
estudio una disminucion de patdgenos periodontales y pérdida de hueso tras
el uso de la TFD (Balata y cols., 2013).

e Caries: respecto a las caries dentales, gracias a la descontaminacién producida
por la TFD, ésta resulta de gran utilidad en la inactivacion de microorganismos
cariogénicos presentes en la dentina cariada o en el biofilm. Ofreciendo, por
ende, unas buenas perspectivas en sus resultados al poderse llevar a cabo a
través de tratamientos conservadores. De igual forma, otro de los beneficios
de la TFD es que ninguno de sus componentes (fotosensibilizador y haz de
luz) presentan propiedades bactericidas al utilizarse de forma aislada. Por
tanto, podemos considerar la terapia fotodindmica como selectiva puesto que
obtiene su propiedad antimicrobiana al combinar simultdneamente la luz y el
colorante, inalterado la flora de tejidos distantes. Del mismo modo, la TFD

puede emplearse exitosamente en casos de pacientes ubicados en odontologia
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dentro del denominado grupo de “pacientes especiales”, asi como en nifios al

considerarse un tratamiento atraumatico (Ricatto y cols., 2014).

e Hongos: En el &mbito de la odontologia podemos encontrar un nimero
infinito de bacterias y organismos saprdfitos en la cavidad oral de pacientes
sanos, entre los que se hallan diversas especies de Candida. Todos estos
microorganismos se presentan naturalmente en la boca de los pacientes sin
manifestar ninguna alteracion patologica. Este fendmeno de alteracion de la
flora de la mucosa bucal sucede cuando se presentan factores que alteran la
funcién de ese equilibro y promueven la proliferacion micdtica patdgena
(Santana, 2000).

La principal especie que se presenta como agente etioldgico de
infeccion en los cambios patoldgicos es la denominada Céndida Albicans (C.
Albincans) (Llop y cols., 2001).

Recientemente se observa, en paises desarrollados, un aumento
creciente de la aparicion de infecciones fungicas. Con relacién a su etiologia,
numMerosos autores sefialan que se trata de un aspecto multifactorial (Bastiaan,
1976; Bergendal, 1982); destacando, entre sus causas, el uso generalizado de
prétesis dentales, habitos de higiene, xerostomia, incremento de la
supervivencia en pacientes que presentan casos de deficiencias inmunitarias,
asi como una mayor resistencia a tratamientos antifungicos. Este hecho ha
generado la necesidad de buscar nuevas alternativas terapéuticas, entre las que
se encuentran el tratamiento topico mediante terapia fotodinamica, la cual
arroja resultados positivos en torno a su efectividad en esta area (Chabrier-

Roselld y cols., 2005; Camacho- Alonso y cols., 2016).

e Los cambios en el tejido oral que presentan un elevado riesgo de
malignizacion tales como la eritroplasia oral y la hiperplasia verrucosa oral
(HV) son aceptadas por la mayoria de los autores como dos de las lesiones
precancerosas por excelencia (Lopez Jornet y cols., 1999). Ambas lesiones

previamente mencionadas presentan aproximadamente, segun diversos
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estudios, una mejoria clinica significativa del 66 - 95% al ser tratadas con
terapia fotodindmica. No obstante, la TFD no ha mostrado resultados

concluyentes en el tratamiento de leucoplasias orales (Marotti y cols., 2013).

e Implantes: La implantologia se ha servido especialmente de la TFD para las
dos mayores causas de fracaso en el tratamiento de los implantes dentales,
estas son, la contaminacion de la superficie del implante y la periimplantitis.
En el primer caso, encontramos que son muchos los estudios que correlacionan
la presencia de una elevada cantidad de Alumina en la fabricacion de los
implantes con el proceso de osteointegracion, lo cual genera una alteracion
6sea a nivel fisioldgico que destruye el hueso adyacente y, consecuentemente,

el rechazo del implante (Diaz, 2017).

Por otro lado, entendemos por periimplantitis aquel proceso
inflamatorio que puede conllevar una supuracion, bolsas periodontales y
pérdida de hueso marginal que afecta a los tejidos anexos al material
implantado. Concretamente, para este Ultimo caso, la terapia fotodindmica ha
mostrado resultados prometedores, lo cual se presenta como posible
alternativa de tratamiento a aquellos mas convencionales. No obstante, se
precisa un mayor nimero de estudios que contemplen entre otras variables, la
complejidad patogénica y etioldgica de la periimplantitis (Shoaib y cols.,
2013).

e Endodoncia: La terapia fotodindmica se ha empleado en el &mbito de la
endodoncia en aras a reducir aquellos microorganismos hallados en el
conducto radicular. Los resultados obtenidos in vivo e in vitro en esta area
ponen de manifestd que la TFD supone una alternativa practica y efectiva para
la limpieza y desinfeccion del conducto radicular (Fimple y cols., 2008).
Especialmente en aquellos casos de pacientes que manifiestan lesiones

periapicales y necrosis pulpar (Fimple y cols., 2008).

En relacion con la sensibilidad a la terapia, la TFD se muestra menos

provechosa frente a bacterias Gram negativas que a Gram positivas. Estas
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diferencias son debidas a causa de las estructuras que conforman la membrana
de ambos grupos de bacterias. Ya que las bacterias Gram negativas se
componen de una membrana citoplasmatica interna y otra externa, las cuales
se encuentran separadas por peptidoglicanos que forman una barrera que
impide el paso del fotosensibilizador (Kharkwal y cols., 2011). No obstante,
y de manera contraria, la terapia fotodindmica se presenta méas efectiva en el
caso de microorganismos Gram positivos, tales como el Enterococcus faecalis
(E. facaelis) (Vaziri y cols., 2012). En comparacién con el tratamiento
tradicional de instrumentacion e irrigacion endoddntica, se observa que la
terapia fotodinamica disminuye de manera significativa los recuentos de E.
faecalis en conductos radiculares infectados (Biel y cols., 2011). De igual
forma, en su estudio, Garcez y colaboradores mostraron en sus resultados un
aumento de la tasa de éxito del 98,37% en la reduccion bacteriana frente a un
82,5% al comparar la eficacia de la TFD con el método convencional (Garcez
y cols., 2008).

Este hecho se debe a que en las bacterias Gram positivas la membrana
citoplasmatica se encuentra rodeada de una porosa capa de peptidoglicanos y
acido lipoteicoico, lo que facilita la penetracién del fotosensibilizador al

interior.

De este modo, la TFD puede utilizarse en conjunto con el
desbridamiento mecéanico habitual y productos quimicos antimicrobianos
como el peréxido de hidrégeno (H202) y el hipoclorito sddico (NaClO) en el
tratamiento de endodoncia.

e Traumatismos: las lesiones dentales producidas por traumatismos se valoran
como problemas graves al implicar la afectacion de la pulpa. Estos
traumatismos tienen una alta prevalencia, fundamentalmente aquellos que se
producen en el grupo de los dientes anteriores. En consecuencia, la TFD
presenta resultados prometedores para desinfectar las paredes dentinarias del
conducto, actuando, de este modo, como agente antibacteriano (De
Sant’Anna, 2014).
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1.3.5. Contraindicaciones.

Las contraindicaciones méas importantes aparecen con pacientes que
presentan alergias a alguno de los componentes que conforman los FS. Asi mismo
no esta indicado para pacientes fotosensibles, pacientes que sufran cardiopatias no
estabilizadas o con enfermedades hepéticas graves (Moreno y cols., 2007). No es
recomendables el uso de TFD en pacientes con antecedentes de porfiria, lupus

eritematoso o tumores que no hayan respondido a la TFD (Wan y cols., 2014).

1.3.6. Efectos adversos

A pesar de que los tratamientos con TFD son normalmente poco dafinos
por su selectividad en las areas de efecto, si es posible la aparicion de efectos
adversos tras el tratamiento. Esto es debido a la posibilidad de que los FS afecten
a los tejidos sanos circundantes donde la tincion es capaz de penetrar, y no resulta

eliminada antes de llevar a cabo el tratamiento.

Los efectos adversos mas comunes al aplicar terapia fotodinamica son el
picor, escozor y dolor tanto durante el tratamiento, como posterior a este (Clark y
cols., 2003; Benov, 2014). El dolor se puede controlar con analgésicos comunes
u opiéceos en el peor de los casos, aunque lo habitual es que desaparezca al dejar
de aplicarse el tratamiento (Nyst y cols., 2009). Los eritemas, edemas resultan
relativamente comunes durante el tratamiento (Hong y cols., 2013). Otro efecto
comun es la aparicion de tofos cutaneos debido a la acumulacion y no eliminacion

del FS, los cuales pueden persistir hasta seis semanas tras el tratamiento.

Otros efectos adversos menos comunes son la hiperpigmentacion o la
hipopigmentacion de la zona tratada (desaparece al poco tiempo); fotosensibilidad
cutnea (de 4 semanas hasta 6 meses); reacciones alérgicas a los
fotosensibilizantes con presencia de urticaria; necrosis, Ulceras 0 ampollas en caso
de aplicar la luz un tiempo excesivo; y vomitos, ndusea o alteraciones hepaticas
(Balata y cols., 2013).
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1.3.7. Limitaciones de uso

La terapia fotodinamica presenta limitaciones de uso importantes a la hora de
tratar tejidos enfermos profundos, ya que luz visible solo tiene la capacidad de penetrar
entre 5y 10 mm en el mejor de los casos, reduciendo el campo de actuacion a patologias
cuya &rea de afeccidn se encuentre dentro de este rango con respecto a la superficie. En
el caso del tratamiento de grandes masas patoldgicas, como tumores grandes, tampoco ha

demostrado tener gran efectividad en el tratamiento (Benov, 2014).

1.4. Modelos de experimentacion animal.

A la hora de investigar la efectividad de un tratamiento, es indudable que ponerlo
a prueba en un ser vivo biolégicamente similar al ser humano va a permitir que los
resultados obtenidos sean més fiables. En el caso de la induccion de periodontitis, los
modelos de animales experimentales son mas fiables al llevarlos a cabo en animales como
perros o cerdos, por tener una mayor similitud bioldgica (Oz y Puleo, 2011). Por otro
lado, los roedores son una buena eleccion, siguen siendo similares a los humanos en sus
funciones biol6gicas, el menor coste, asi como la menor implicacion moral hace que sea
un animal de eleccidn en una gran parte de los estudios sobre animales (de Oliveira y
cols., 2016).

La zona de los molares de las ratas presenta muchas similitudes con el humano,
es por ello por lo que existen varios modelos de experimentacion animal de la

periodontitis sobre ratas (Bentzen y cols., 2005).

1.4.1. Animales de experimentacion

La seleccion del animal es un factor importante al hacer cualquier tipo de
experimentacién animal. La similitud que cada animal presenta con el ser humano, asi
como el nimero de muestra va a permitir que los resultados obtenidos sean mas fiables.
A pesar de que los animales mayores presentan mayores similitudes con los humanos, no

siempre seran la mejor eleccion para determinados estudios (Oz y Puleo, 2011).
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1.4.1.1. Roedores

Los roedores son animales muy utilizados en investigacion animal. A pesar
de que su anatomia oral difiere de la de los humanos, la estructura periodontal de
los molares es similar, por lo que las investigaciones en el campo de la periodoncia
son viables. Su bajo coste (con un mayor nimero de muestras), asi como una
implicacion ética y moral inferior a la de los animales mas grandes, hace que sea
un animal de eleccidn en este tipo de investigaciones. Las mayores desventajas
son el menor nimero de tejido obtenido por animal para analizar, asi como una
mayor resistencia a la aparicion de la periodontitis (siempre es necesario
inducirla) (Oz y Puleo, 2011).

Los dos roedores mas utilizados son los ratones y las ratas. En el caso de
los ratones, las desventajas mencionadas se aumentan con respecto a las ratas, y
la enfermedad periodontal solo se puede provocar mediante la inyeccién de
inductores (Baker y cols., 1994). En el caso de las ratas, su mayor tamafo
facilitara la obtencion de muestras, y su anatomia permitira utilizar modelos de
induccion por ligadura (Oz y Puleo, 2011). Las ratas han sido elegidas para este
estudio, concretamente ratas Wistar.

1.4.1.2. Perros

Los perros son utilizados en muchas investigaciones animales. En caso de
periodoncia, presenta estructuras periodontales ligeramente similares a los
humanos, pero la flora bacteriana es muy parecida, por lo que la enfermedad
periodontal es similar a los humanos (Pavlica y cols., 2004). Tienen un coste alto
y gran implicacion ética y moral, pero es mas estudiado que los ejemplos
posteriores (Oz y Puleo, 2011).

1.4.1.3. Cerdos

Los cerdos presentan estructuras periodontales muy similares a los

humanos, siendo posible que lo sufran de manera natural, sin embargo, las floras
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bacterianas orales son algo diferentes, por lo que para provocar la enfermedad se
combina la ligadura con la introduccion de patdégenos humanos en los tejidos. Su
uso en enfermedad periodontal no estd muy extendido en investigaciones de
periodontitis, por lo que no suele utilizarse al no poder hacer comparaciones. Su
alto coste como la implicacion ética y moral influyen también en este hecho
(Wang y cols., 2007).

1.4.1.4. Primates (no humanos)

Los primates son los animales que presentan la mayores similitudes
bioldgicas y fisioldgicas con respecto a los seres humanos, por lo que esto ocurre
también, en las estructuras periodontales. La flora bacteriana oral también es la
mas parecida a la humana, y pueden presentar la enfermedad periodontal de
manera natural, aunque para acelerar el proceso, es recomendable llevar un
modelo mediante ligaduras. Sin embargo, la fuerte implicacion ética y moral, asi
como el alto coste provoca que no sea un animal muy utilizado en

experimentacion, sobre todo en odontologia (Schou y cols., 1993).

1.4.1.5. Otros animales

Existen otros animales sobre los que se ha estudiado la enfermedad
periodontal, pero su utilizacién no esta extendida ya que no muestran ningun
beneficio con respecto a los animales descritos previamente (Oz y Puleo, 2011).
Algunos de estos animales son:

o Caballo
o Conejo
o Hurén

o Hamster
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1.4.2. Modelos de induccidn a la enfermedad periodontal.

1.4.2.1.  Inyeccion de inductores a la enfermedad

La induccion a la enfermedad a la enfermedad periodontal mediante la
inyeccion de distintas sustancias es posible, ya que son capaces de provocar
reacciones inflamatorias similares a las producidas por la periodontitis. Es el
modelo més recomendado para animales pequefios, donde el modelo de ligadura
es dificil de llevar a cabo por el tamarfio de las estructuras orales. Existen varias

sustancias utilizadas en la induccion a la periodontitis (Oz y Puleo, 2011).

o Inyeccion de endotoxinas

La inyeccion de lipopolisacéridos (LPS) producidas por bacterias es un
método muy recurrido para producir periodontitis en animales. Frecuentemente se
utiliza la endotoxina producida por la Escherichia coli, (Llavaneras y cols., 2001),
aunque pueden usarse otras como la Salmonella typhimurium. Los efectos de las
endotoxinas provocan la reaccion inflamatoria, con el aumento de marcadores de
la inflamacion y la destruccion del tejido gingival y 6seo, reaccion similar a la

producida por la periodontitis (Ramamurthy y cols., 2002).

Este modelo se basa en la inyeccion de endotoxinas disueltas en suelo
salino en el tejido gingival que se quiere infectar, siendo necesarias tantas
inyecciones como areas a estudiar. En el caso de la periodontitis la inyeccion se
introduce en la papila interdental, tanto en palatino, como en lingual del area
donde se busca provocar la enfermedad todos los dias durante 6 dias (Bentzen y
cols., 2002).

o Inyeccion de cloruro de amonio

La inyeccion de cloruro de amonio al 0,04% en una dosis de 400mg/kg ha
demostrado provocar una reaccion inflamatoria similar a la periodontitis. Sin
embargo, estd similitud se ha encontrado al observar una diferencia

estadisticamente significativa en el examen visual de la inflamacion producida,

Efectos de la terapia fotodindmica y el alendronato sodico sobre la periodontitis experimental en ratas
[45]



Introduccion

mediante un anélisis de varianza (ANOVA) y puntuando del 0 al 4 segun el
aspecto de la inflamacion (Kordiyak y Masna, 2014).

1.4.2.2.  Induccién por ligadura

Otro de los métodos mas recurridos para la induccion de la enfermedad es
la induccién por el posicionamiento de una ligadura alrededor de las piezas
dentales que se pretenden enfermar (Bjornsson y cols., 2003). La introduccion de
la ligadura se hara bajo sedacion y anestesia de los animales de experimentacion,
colocando la ligadura bien anudada para disminuir la probabilidad de que se
pierda. La ligadura puede ser de varios materiales, como nylon o acero, siempre
que no darie el tejido gingival por el roce (Araujo y cols., 2013. El posicionamiento
de la ligadura provocara un acimulo excesivo de placa que induciré la aparicion
de la enfermedad (Oz y Puleo, 2011). Este tipo de protocolo ha sido el

seleccionado para llevar a cabo nuestra investigacion.

1.4.2.3. Introduccion de patégenos humanos

La introduccidn de patdgenos humanos no sirve para inducir por si sola la
enfermedad periodontal, pero su uso en combinacion con alguno de los modelos
anteriores va a conseguir que los resultados obtenidos sean mas fiables Esto se
debe a que las floras bacterianas de los animales, no coincide con la de humanos,
por lo que su uso en animales mayores como primates o cerdos es frecuente, ya
que el costo de estas investigaciones solo se justifica si los resultados son muy
fiables (Kinane y cols., 2009).
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2. Justificacion y Objetivos

2.1. Justificacion

La periodontitis es una enfermedad de origen multifactorial, que provoca la
destruccidn de los tejidos de soporte dental, incluyendo el tejido conectivo gingival y el
hueso alveolar. Un gran numero de mediadores inflamatorios estdn implicados en la
destruccion del tejido periodontal, incluyendo una amplia variedad de citocinas (IL-1, IL-
6, IL-8, IL-11, TNF y PGEZ2), eicosanoides, metaloproteinasas de matriz (MMPS) y otros
factores inflamatorios, todos ellos provocan pérdida de hueso alveolar (Teng, 2003; Salvi
y Lang, 2005).

La presencia de citocinas inflamatorias y quimiocinas hace que los osteoblastos
segreguen la citosina factor estimulante de colonias de macréfagos (MCSF); esta se une
a los receptores MCSF que extraen precursores osteoclasticos. La activacion de este
receptor activa una via de sefializacion que provoca la diferenciacion de los osteoclastos
u osteoclastogénesis. El osteoblasto también segrega una citocina perteneciente a la
familia del factor de necrosis tumoral alfa (TFN-a), conocida como ligando del Factor
Nuclear K (RANKL), que se une al receptor RANK. Este hecho provoca la generacion
de precursores de osteoclastos y osteoclastos diferenciados. La union RANKL-RANK
induce a la diferenciacion, activacion y supervivencia de los osteoclastos, que favorecen

la pérdida dsea alveolar (Wara-Acswapati y cols., 2007).

Al mismo tiempo, esta reaccion inflamatoria da lugar a un aumento en el nimero
y en la actividad de los leucocitos polimorfonucleares. Esta proliferacion provoca un
aumento de los radicales libres, que posteriormente generan dafio oxidativo al tejido
gingival, al ligamento periodontal y al hueso alveolar. De hecho, actualmente se cree que
la generacion de estrés oxidativo (EO) sistémico puede ser un mecanismo por el cual la
periodontitis manifiesta sus efectos sistémicos (D’Aiuto y cols., 2010). La formacién de
especies reactivas de oxigeno (ERO) puede actuar con otras macromoléculas tales como
ADN, lipidos y proteinas. En la enfermedad periodontal, las especies radicales lipidicas
como el peroxido de hidrogeno inducen la peroxidacion lipidica, lo que provoca
vasodilatacion y por consiguiente mayor pérdida de hueso alveolar (Borjes y cols., 2007).
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En los dltimos afos, se han desarrollado diversos enfoques terapéuticos para el
tratamiento de la periodontitis, incluyendo el uso de terapia fotodindmica (TFD). La
inactivacion fotodinamica de microorganismos se basa en la administracion topica o
sistémica de un fotosensibilizador (FS) seguido de una dosis determinada de irradiacién
con luz visible a una longitud de onda apropiada, por lo que el FS pasa de su estado
fundamental a un estado excitado. En presencia de oxigeno ambiental en las células, el
FS activado puede reaccionar con moléculas cercanas por transferencia de electrones o
transferencia de hidrégeno, lo que da lugar a la produccién de radicales libres (mecanismo
de Tipo 1) o por transferencia de energia u oxigeno (mecanismo de Tipo I1) lo que da
lugar a la produccidén del oxigeno singlete (Hamblin y Hasan, 2004). Los efectos de la
TFD sobre los tejidos de soporte periodontal (inflamacion, hipoxia y estrés oxidativo
(EO) activaran los factores de transcripcién y citocinas que resultan en la secrecion de
factores de crecimiento, metaloproteinasas de matriz y prostanoides que contribuyen a la
resorcion osea alveolar (Carvalho y cols., 2011; Giannopoulou y cols., 2012).

Los bifosfonatos (BFs) son analogos compuestos de pirofosfato quimicamente
estables con afinidad por la hidroxiapatita. Su uso se encuentra generalizado para tratar
enfermedades que aumentan la resorcion 6sea tales como la enfermedad de Paget, la
hipercalcemia, la oste6lisis asociada al cancer y la osteoporosis posmenopausica (Aapro
y cols., 2008). La accion del BF sobre el hueso parece estar relacionada con su capacidad
para inhibir la resorcion ésea en lugar de su posible capacidad para estimular la formacion
6sea (Shinoda y cols., 2008)). El alendronato (ALN) es un bifosfonato nitrogenado de
tercera generacion con una poderosa accion antirreabsortiva, debido a que favorece la
apoptosis de los osteoclastos e inhibe la diferenciacion osteoclastica durante el proceso
de maduracién (Chacon y cols., 2006). La accion apoptotica del ALN sobre los
osteoclastos se produce por su inhibicion de la farnesil pirofosfato sintetasa (FPP) y otras
enzimas de la ruta biosintética mevalonato/ colesterol, lo que da lugar a modificaciones
estructurales en la membrana de los osteoclastos, interrumpiendo la isoprenilacion de
proteinas (Zhang y cols., 1995). Ademas, es conocido que el ALN puede reducir la
actividad inflamatoria ya que promueve la inactivacion de algunas metaloproteinasas de
matriz mediante la exposicion de los sitios criticos de degradacion de la plasmina (Farina
y cols., 2012). Debido a estas propiedades, el ALN se ha utilizado para tratar la
periodontitis tanto en experimentos con animales (Goes y cols., 2014; De Almeida y cols.,

2015; Oktay y cols., 2015; Storrer y cols., 2016) como en humanos (Sharma y Pradeep,
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2012; Kanoriya y cols., 2016). Pero se desconoce todavia el posible efecto sinérgico del
uso combinado de TFD + ALN para tratar la periodontitis.

El objetivo de este estudio fue evaluar el posible efecto de la TFD y el alendronato
sodico, tanto independiente como su efecto sinérgico sobre la pérdida Osea en la

periodontitis inducida por ligadura en ratas.
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2.2. Objetivos

El objetivo general de la investigacion fue estudiar los efectos de la terapia

fotodinamica y el alendronato sédico sobre la periodontitis experimental en ratas.

El objetivo general puede ser desglosado en una serie de objetivos especificos que

nos van a permitir responder a los diferentes aspectos que plantea nuestro estudio:

Los objetivos especificos fueron:

1. Determinar el efecto del tratamiento de la terapia fotodindmica y el alendronato
sodico, tanto independientemente como combinados, en la reabsorcion Gsea

provocada por la enfermedad periodontal.

2. Estudiar el efecto de los tratamientos aplicados, tanto independientemente como
combinados, en la densidad 6sea del hueso circundante a la zona afectada por la

enfermedad periodontal.

3. Analizar la actividad inflamatoria en el tejido tras aplicar el tratamiento de la
terapia fotodinamica y el alendronato sodico, tanto independientemente como

combinados.

4. Cuantificar los neutrofilos presentes en las muestras de lesiones periodontales tras

aplicar los tratamientos tanto independientemente como combinados.

5. Valorar el estrés oxidativo mediante la cuantificacion de la peroxidacion lipidica
midiendo la produccion de malonaldehido (MDA) tras aplicar los tratamientos.

tanto independientemente como combinados.
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3. Materiales y Métodos

3.1. Materiales

3.1.1. Animales de experimentacion

Los animales utilizados en este estudio se obtuvieron del Centro de
Experimentacion Animal (REGA ES300305440012) (Servicio de Apoyo a la
Investigacion) de la Universidad de Murcia. El protocolo del estudio fue aprobado por la
Comisidn de Bioetica de la Universidad de Murcia (Anexo 1) y la autoridad competente
(A1320140708) (Anexo 2), y siguio las directrices de la Union Europea para la

experimentacion con animales (EU / 63/2010).

Un total de 60 ratas Wistar macho (Rattus norvegicus), con un peso de entre 210
gy 270 g (peso medio 250 g) (Figura 1) se incluyeron en este estudio prospectivo
aleatorizado, que tuvo lugar entre abril de 2016 y octubre de 2016. Se alojo a los animales
de forma individual en jaulas de plasticos en condiciones supervisadas (21° C y ciclos de
luz/oscuridad de 12:12 horas). Las ratas se aclimataron durante una semana antes del
comienzo del estudio, y tuvieron libre acceso a agua potable y a una dieta estandar de
comida de bolitas para ratén de laboratorio.

A

Figura 3. Rata Wistar macho
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3.1.2. Anestesia

Se anestesio a los animales con una mezcla compuesta por un 50% de ketamina
(Ketamidor® 100 mg/ml [Richter Farma Ag. Wells. Austria]) y 50% de xilacina
(Xilagesic® 2% [Laboratorios Calier SA. Les Franqueses del Valles. Espafia])
administrada por inyeccion intraperitoneal en dosis de 0,1 ml / 100 g de peso corporal.
En caso de que los animales estuvieran mas estresados de lo normal, llevabamos a cabo
una sedacion previa por medio de la inyeccion de buprenorfina (Bupag® 0.3mg/ml

[Laboratorios Karizoo S.A. Caldes de Montbuyl. Espafia]).

i

i, WZ%

olrtsieg
P iy

Figura 4. De izquierda a derecha Xilacina, Buprenorfina y ketamina

3.1.3. Induccidn de periodontitis.

La enfermedad periodontal necesaria para llevar a cabo la investigacion se indujo
colocando una ligadura de alambre de ortodoncia con un grosor de 0,06 mm (Dentaurum
GmbH & Co. KG, Ispringen. Alemania) alrededor de la zona cervical del primer molar
inferior derecho. La ligadura se anudd en la cara vestibular. EI tiempo de progresion de
la periodontitis fue de 7 dias antes de iniciar los diversos tratamientos (Pereira y cols.,
2013; Theodoro y cols., 2015).

Efectos de la terapia fotodindmica y el alendronato sodico sobre la periodontitis experimental en ratas
[52]



Materiales y Métodos

3.1.4. Tratamiento con TFD

Para llevar a cabo el tratamiento de TFD utilizamos un kit de Terapia

Fotodinamica (HELBO®; Photodynamic Systems GmbH, Wels, Austria) compuesto por:

e Tinte fotosensible de clorhidrato de fenotiazina (HELBO® Blue

Photosensitizer; Photodynamic Systems GmbH, Wells, Austria) (Figuras
5y 6).

Figura 5. Envase tinte fotosensible Figura 6. Jeringa con tinte

e Laser diodo de mano (HELBO® TheraLite Laser, HELBO® 3D Pocket
Probe, Photodynamic Systems GmbH, Wels, Austria)

Figura 7. Léaser diodo de mano con punta aplicadora
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e Hisopo de algodon con mango de aluminio (DeltaLab CA, Rubi, Espafia).

3.1.5. Tratamiento con alendronato sédico.

El bifosfonato seleccionado para llevar a cabo el estudio fue alendronato

sédico. El alendronato se utilizd en dos concentraciones distinta:

o Alendronato Sodico 0,01 mg/kg (Sigma-Aldrich Quimica, S.L, Madrid,
Espafia) (Figura 9).

o Alendronato Sddico 0,25 mg/kg (Sigma-Aldrich Quimica, S.L, Madrid,
Espafa) (Figura 10).

Figura 8. Alendronato sddico 0,01 mg/kg. Figura 9. Alendronato sédico 0,25 mg/kg
Concentracion de 0,0025 en disolucién salina Concentracién de 0,0625 en disolucidn salina

A las ratas no tratadas con bifosfonato se les inyectd suero salino (B. Braun
Medical SA, Barcelona, Espafia).
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3.2.Métodos

3.2.1. Diagrama resumen

Grupo 1
Control

Administracion
suero salino
durante 11
dias

Grupo 3:
Alendronato
sodico (0,01

mg/kg)

Grupo 2: TFD

Administracion

alendronato

durante 11
dias

TFD: Dias 1,
3,5,7,9 11

Tamafio Muestral
N=60

Fijacion de
ligaduras en 1
molar derecho

mandibular

Periodontitis
Desarrollada.
Aleatorizacion
en grupos n=10

Grupo 4:
Alendronato
sodico (0,25

mg/kg)

Administracién
alendronato
durante 11
dias

7 dias

Grupo 5:
Alendronato
sodico (0,01

mg/kg) + TFD

Administracion

alendronato TFD: Dias 1,
durante 11 3,5,7,9,11
dias

Grupo 6:
Alendronato
sodico (0,25

mg/kg) + TFD

Administracion

alendronato TFD: Dias 1,
durante 11 3,5,7,9 11
dias

Sacrificio y toma de muestras Dia 12
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3.2.2. Periodontitis experimental mediante ligadura

La colocaciéon de las ligaduras induce a la periodontitis en los animales de
experimentacién por colonizacién bacteriana, inflamacion gingival y pérdida de hueso
(Goes y cols., 2014). El tiempo de progresion de la periodontitis hasta comenzar a aplicar

los diferentes tratamientos fue de 7 dias (Pereira y cols., 2013; Theodoro y cols., 2015).

Para inducir la periodontitis, utilizamos anestesia general en los animales de
experimentacion. Para ello administramos una mezcla de ketamina (10 ¢/100 ml)
(Ketamidor® 100 mg/ml [Richter Farma Ag. Wells. Austria]) y xilacina (2%) (Xilagesic®
2% [Laboratorios Calier SA. Les Franqueses del Valles. Espaiia al 50% (0,1 ml/100 g de
peso) por via intraperitoneal. Finalmente conseguimos un estado de anestesia completa
(Figura 14).

Figura 10. Rata Wistar anestesiada

Una vez lograda la anestesia usamos el modelo de periodontitis experimental
previamente descrito (Limay cols., 2000) insertando alambre de separacion de ortodoncia
alrededor del cuello de la corona del primer molar inferior derecho. Con la ayuda de dos
personas era posible mantener en una posicion estable la cabeza del animal.
Seguidamente, conseguiamos la apertura bucal simultaneamente al apartar la mejilla y
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lateralizar la lengua en el lado opuesto, facilitando asi la maniobra de insercion del

alambre evitando posibles dafios en la cavidad bucal (Figura 11).

Figura 11. Alambre insertado.

Seguidamente, los dos cabos del alambre se aproximan en la zona mesial del
diente, donde era mas facil ligar los extremos (Figura 12). De esta manera fue posible la

manipulacion del alambre hasta conseguir la ligadura (Figura 13).

Figura 12. Aproximacion mesial. Figura 13. Ligadura realizada.
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Finalmente, se reposicioné la ligadura por vestibular. La parte lingual de la
ligadura fue ajustada subgingival como marcan los protocolos. Esta posicion para el
alambre permiti6 evitar cualquier dafio sobre mucosa o lengua de las ratas Wistar, ademas

de evitar posibles interacciones que propiciaran la pérdida de la ligadura (Figura 14).

Figura 14. Reposicidn vestibular del alambre.

El primer molar mandibular izquierdo no se ligd para ser utilizado como control

en la obtencion de las variables.

Para comprobar tanto la progresion de la periodontitis como la presencia correcta
de la ligadura, se realiz6 una exploracion intraoral el dia 3 después de colocar las

ligaduras.

3.2.3. Grupos experimentales

Una vez transcurridos los 7 dias de progresion de la periodontitis, los animales
fueron clasificados aleatoriamente en 6 grupos de estudio. Para ello se utiliz6 un software
de aleatorizacidn en linea (www.randomization.com). Se distribuy0 al azar a los animales

en seis grupos (n=10 por grupo):
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- Grupo 1 (Control): a las ratas sometidas al modelo periodontal de
disminucion de masa 6Gsea alveolar se les administrd por via intraperitoneal 2

ml/kg (0,5 ml/ 250 g) de solucion salina estéril al 0,9 % al dia durante 11 dias.

- Grupo 2 (TFD, n=10): se llevd a cabo el tratamiento de TFD con un kit de
TFD (HELBO®; Photodynamic Systems GmbH, Wels, Austria), mediante un
laser diodo de mano (HELBO® TheraLite Laser, HELBO® 3D Pocket Probe,
Photodynamic Systems GmbH, Wels, Austria) con una longitud de onda de

660 nm y un potencial de 100 mW.

El tinte fotosensible de clorhidrato de fenotiazina (HELBO® Blue
Photosensitizer; Photodynamic Systems GMBH, Wells, Austria) sera aplicado
en la submucosa de las bolsas periodontales durante 3 minutos y
posteriormente se limpiara con perdxido de hidrégeno al 3%. Ademas, se les
administraba por via subcutanea 2 ml/kg (0,5 ml/ 250 g) de solucién salina
estéril al 0,9 % al dia durante 11 dias, tal como ocurrié con el grupo 1
(Camacho y cols., 2016).

- Grupo 3 (Alendronato sodico 0,01 mg/kg, n=10): administracion
intraperitoneal de Alendronato Sodico Trihidrato (Sigma-Aldrich®, Madrid,
Espafia) que fue diluido en solucion salina estéril al 0,9 % y se administrd en
dosis de 0,01 mg/kg diluidos en 1 ml/kg de solucion salina estéril al dia durante
11 dias. Reproduciendo la dosis de prevencion de osteoporosis en humanos
(Menezes y cols., 2005; Goes y cols., 2014).

- Grupo 4 (Alendronato 0,25 mg/kg, n=10): administracion intraperitoneal de
Alendronato Sddico Trihidrato (Sigma-Aldrich®, Madrid, Espaiia) que fue
diluido en solucion salina estéril al 0,9 % y se administro en dosis de 0,25
mg/kg diluidos en 1 ml/kg de solucion salina estéril al dia durante 11 dias.
Reproduciendo la dosis de tratamiento de osteoporosis en humanos (Menezes
y cols., 2005; Goes y cols., 2014).
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- Grupo5(TFD + Alendronato 0,01 mg/kg, n=10). En este grupo se combind
el tratamiento de TFD con la administracion de la dosis de prevencion de

osteoporosis em humanos.

- Grupo 6 (TFD + Alendronato 0,25 mg/kg, n=10). En este grupo se combiné
el tratamiento de TFD con la administraciéon de la dosis de tratamiento de

osteoporosis en humanos.

3.2.4. Tratamientos
3.24.1. Alendronato

La preparacion de alendronato iba disuelta en solucion salina estéril al
0,9% en 1 ml/kg. El alendronato sédico fue administrado por via

intraperitoneal durante los 11 dias de tratamiento.

Los grupos 3 y 5 corresponden con la dosis de alendronato de 0,01

mg/kg, mientras que los grupos 4 y 6 corresponden con la dosis de 0,25 mg/ml.

A las ratas de los grupos no tratados con alendronato sédico, se les
inyectaba la solucion salina descrita previamente (Menezes y cols., 2005;
Goes y cols., 2014).

3.242. TFD

La TFD fue aplicada en los grupos 2, 5y 6, durante los dias 1, 3, 5, 7,
9y 11. Para llevar a cabo el tratamiento de TFD fue completamente necesario
volver a realizar el protocolo de anestesia. Sin embargo, esta vez no fue
necesario el uso de la buprenorfina en ningun caso, ya que el estado de
anestesia total podia evitarse, pero manteniendo el resto de protocolo igual.
Una vez alcanzada el estado de anestesia requerido en las ratas, comenzaria la
aplicacion del tinte fotosensible mediante un hisopo de algoddn con mango de
aluminio (DeltaLab CA, Rubi, Espafia) (Figura 19, 20 ,21 ,22 ,23).
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Para ello, en primer lugar, se administraria el tinte con la jeringa sobre
la punta del hisopo (Figuras 15 y 16). Seguidamente se aplicaria sobre la zona

de la ligadura, incidiendo especialmente en la zona lingual. Finalmente se

reviso que la aplicacion fue correcta (Figuras 16, 17 y 18) (Camacho y cols.,
2016).

Figura 16. Aplicacion del tinte sobre el hisopo

Figura 17. Introduccion de hisopo cargado en la cavidad bucal
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Figura 18. Aplicacion en tejido gingival Figura 19. Tincion aplicada

Una vez pasado el tiempo de espera recomendado por el fabricante del tinte
fotosensible (3 minutos) continuamos con la aplicacion de la luz laser en la zona a

tratar.

Previa apertura bucal, se situo la punta sin encender sobre el molar tintado. De
esta manera se pudo evitar la excitacion de la rata (Figura 20).

Figura 20. Introduccion de la punta aplicadora sobre el primer molar inferior derecho

Una vez situado se activaria en el interior de la cavidad oral sobre la zona de

tratamiento durante 20 segundos (Figura 21y 22).

Efectos de la terapia fotodindmica y el alendronato sodico sobre la periodontitis experimental en ratas
[62]



Materiales y Métodos

Figura 21. Activacion de luz laser

Figura 22. Aplicacion del haz de luz sobre la zona a tratar

3.2.5. Sacrificio y obtencion de muestras

Tras los 19 dias de investigacion, las ratas fueron sacrificadas mediante
inhalacion de CO». Inmediatamente después de sacrificar a los animales de
estudio, se obtuvo la mandibula de cada animal, que fue seccionada sagitalmente
en ambas hemimandibulas y fueron sumergidas en formalina tamponada al 10%
(pH 7,2) durante 48 horas (Tabla 1).
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Rata 1 (Grupo 1)

Ligadura Control

Lingual Lingual

Vestibular Vestibular

Tabla 1. Imagenes fotogréficas linguales y vestibulares de las hemimandibulas de la rata 1.
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Una vez hechas las secciones, se procedio a la extraccion de 3 muestras de tejido
gingival de 50-100 mg necesario para la medida de las variables correspondientes a la
fase 2. No se dafio el tejido inmediato al diente. Para ello utilizamos un punch de 3 mm.
(Figura 23).

iU e e SR

Figura 23. Seccién de tejido gingival utilizando un punch de 3 mm.

3.2.6. Conservacioén

El tejido gingival obtenido de cada muestra fue conservado en un pellet

independiente en 1 ml de PBS.

Por otra parte, las mandibulas se conservaron en duquesitas con formalina

tamponada al 10% (Figura 24).
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Figura 24. Muestras conservadas en pellet y duquesitas

3.2.7. Variables de estudio
3.2.7.1.  Andlisis morfométrico macroscopico

Se extrajo tejido blando de la hemimandibula derecha por descarnamiento tras
someterlas a una inmersion en hipoclorito de sodio al 8% durante cuatro horas. Los
especimenes se lavaron y se secaron. Se realizé la tincion de las piezas con azul de
metileno al 1% (Sigma-Aldrich®, Madrid) durante un minuto para una mejor
visualizacion de la unién cemento esmalte (UCE). Las fotografias se obtuvieron con una
camara digital de 6.1 megapixeles (Canon® EOS 70D, Canon®, Tokio, Japdn) acoplada
a un tripode y equipada con objetivo macro de 100 mm con distancia focal minima. Las
piezas se fijaron en cera con su plano oclusal paralelo al suelo y su eje longitudinal
perpendicular a la camara. Se tomaron fotografias de las caras vestibulares de los molares.
Para verificar las medidas, se fotografiéo una regla milimetrada junto con todas las
muestras medidas (Ferrandes y cols., 2007). La disminucion 6sea alveolar se determind
sobre la superficie vestibular del primer molar inferior derecho midiendo la distancia
desde la cresta alveolar (CA) al UCE. Las medidas se tomaron a lo largo del eje de las 3
raices que componen el primer molar (Barella y cols., 2012) (Figura 25). La disminucién
total de masa dsea alveolar se obtuvo a partir de las medidas medias de la CA
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cuantificadas mediante el software de analisis de imagenes ImagelJ® version 1.46
(National Institute of Health, Maryland, EE. UU.).

Figura 25. Medidas macroscdpicas de mandibula tefiida de azul de metileno

3.2.7.2. Variable Radiogréfica. Estudio Micro CT

A todos los hemimaxilares, se les realiz6 un micro CT usando un escaner
preclinico trimodal Albira SPECT / PET / CT (Bruker®, Massachusetts, EE. UU.). Se
reconstruyeron las imagenes tridimensionales de la hemimandibula derecha y se
cuantifico la densidad mineral ésea (DMO) alrededor del primer molar derecho inferior
en unidades Hounsfield (UH). Para ello se llevo a cabo mediante un software de analisis
imagenes médicas (AMIDE, UCLA University, LA, EE.UU). Se seleccionaron cuatro
regiones de interés (RDI) de donde se extrajo una muestra de tejido con un volumen de 1

mm? para cada una. Las RDI fueron las siguientes:
- RDI 1: Mesial a la raiz mesial del primer molar inferior derecho.
- RDI 2: Mesial a la raiz central del primer molar inferior derecho.
- RDI 3: Distal a la raiz central del primer molar inferior derecho.
- RDI 4: Distal a la raiz distal del primer molar inferior derecho.

Las RDI estaban situadas en todos los casos justo debajo de la union
amelocementaria. El calculo se llevo a cabo con la media de los resultados de las cuatro
RDI (Figura 26).
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ROI Data Set Median  Mean Var Std Dev  Min Max

1 Muestra 1.img - Unknown, or no, algorithm type 0.769046 0.695616 0.151478 0.389201 —0.135069 1.25641
2 Muestra 1.img - Unknown, or no, algorithm type 0.745639 0.732925 0.0233452 0.152791 0.350883 1.05466
3 Muestra 1.img - Unknown, or no, algorithm type 0.691192 0.670644 0.0344991 0.185739 0.205958 1.00457
4  Muestra 1.img - Unknown, or no, algorithm type 0.787118 0.793477 0.0387859 0.196941 0.2728 1.14903

Figura 26. Imagen obtenida con el micro CT con zonas de medicién de RDI.

3.2.7.3.  Variables Histopatoldgicas

Los hemimaxilares fueron fijados en formalina tamponada neutra al 10%. Se
sometieron a un proceso de desmineralizacion en &cido nitrico al 7%. Las muestras fueron
deshidratadas e incluidas en parafina, para posteriormente hacer secciones de 4 um de
espesor a lo largo del plano mesiodistal de los molares. Las secciones se llevaron a cabo
entre el primer y segundo molar derecho, donde la ligadura fue colocada para provocar la
enfermedad periodontal. Se les aplico una tincion de con hematoxilina y eosina para su

estudio posterior.

Para llevar a cabo el andlisis, las muestras fueron evaluadas con microscopio
Optico de luz a una magnificacion de 40X. Un histopat6logo entrenado analiz6 parametros
como la concentracion de células inflamatorias y la integridad del cemento y del hueso
alveolar (siguiendo un protocolo de simple ciego). Puntud las preparaciones con la

siguiente graduacion:

0. Actividad inflamatoria celular ausente o escasa y restringida a la region de la encia

marginal, el proceso alveolar y el cemento estan preservados.
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1. Actividad inflamatoria celular moderada (infiltracion celular inflamatoria
presente en toda la encia insertada), leve reabsorcion del proceso alveolar mientras

que el cemento esta intacto.

2. Actividad inflamatoria celular severa o acentuada (infiltracion celular
inflamatoria presente en la encia y en el ligamento periodontal), acentuada
degradacion del proceso alveolar y destruccion parcial del cemento.

3. Actividad inflamatoria celular severa o acentuada (infiltracion celular
inflamatoria presente en la encia y en el ligamento periodontal), completa
reabsorcidn del proceso alveolar y destruccion severa del cemento (Leitdo y cols.,
2005).

3.2.7.4.  Variable de medicion actividad inflamatoria. Mieloperoxidasa

Para estudiar el nivel de actividad inflamatoria se llevo a cabo la cuantificacion
de los neutrofilos presentes en las muestras de tejido gingival obtenido de las mandibulas.
Esta cuantificacion se llevo acabo analizando la actividad de la mieloperoxidasa presente
en las muestras (Araujo y cols., 2013; de Araujo y cols., 2013). Las muestras de encia (de
la hemimandibula con ligadura y sin ligadura o control) fueron procesadas segun la
técnica propuesta por Souza y colaboradores en 2003:

Una de las dos muestras (de 50 a 100 mg de tejido gingival) fue homogeneizadas
en 2 volimenes de solucion tampdn para congelacién (0,1 M NaCl, 20 mM NaPO4, 15
mM NaEDTA) a pH 4,7 y centrifugadas a 0,8 g durante 15 minutos. Seguidamente, Los
pellets fueron sometidos a una lisis hipotonica (900 pl de solucién de NaCl al 0,2%
durante 30 segundos, posteriormente se afiadié un volumen equivalente de una solucién
que contenia 1,6% de NaCl y 5% de glucosa). Después de someter a las muestras a una
segunda centrifugacién, los pellets fueron resuspendidos en un buffer de 50 mM NaPO4
a pH 5,4 conteniendo 0,5% de H-TAB y de nuevo se volvieron a re-homogenizan y
centrifugar a 9,3g y 40°C durante 15 minutos.

La actividad de la MPO en los pellets resuspendidos se cuantificO mediante
espectrofotometria por el cambio en la absorbancia a 450 nm utilizando una solucion de
Tetrametilbencidina (1,6 mM) y H>O. (0,5 mM). Los resultados fueron obtenidos en
unidades de MPO por gramo de tejido.
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3.2.7.5. Variables medicién de estrés oxidativo. Niveles de malonaldehido
(MDA)

La peroxidacion lipidica fue cuantificada llevando a cabo la medicion de la
produccion de Malonaldehido (MDA) por la reaccion producida con Acido
Tiobarbitdrico (Aradjo y cols., 2013; de Aradjo y cols., 2013). Las muestras de tejido
homogenizadas (0,25 ml de un 10% de tejido gingival preparada en 0,15 M KCL) fueron
afiadidas a una solucion de Acido Tiobarbitdrico (1,5 ml de HsPO4 al 1% y 500 pl de
Acido Tiobarbittrico al 0,6% en solucion acuosa), calentando la muestra en un bafio de
agua y calentada a 100° C durante 45 minutos. Posteriormente, se afiadieron 2 ml de n-
butanol P.A. y las muestras se homogenizaron, para ser centrifugadas posteriormente
12000 rpm durante 15 minutos a 4° C. La absorbancia de la capa de butanol fue medida
a 520 nm (A1) y 535 nm (A2). La concentracion de MDA se calcul6 como la diferencia

entre A2-Aly los valores seran expresados en nmol de MDA/g de tejido gingival.

3.2.8. Tratamiento estadistico

Los datos se analizaron mediante el paquete estadistico SPSS version 20.0
(SPSS® Inc., Chicago, IL, EE. UU.). Se realiz6 un estudio descriptivo de cada variable.
Se aplico la prueba de normalidad de Kolmogoérov-Smirnov y la prueba de homogeneidad
de varianza de Levene, y los datos mostraron una  distribucién
sesgada/desigual/distorsionada. Los datos se analizaron mediante una prueba de
clasificacion no paramétrica. Se utilizo la prueba U de Mann-Whitney (para dos muestras
independientes) para las variables cuantitativas. Se acepto la significacion estadistica para
p=<0,05.
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4. Resultados

4.1. Analisis morfométrico macroscopico

La colocacién de la ligadura en el primer molar indujo una disminucién dsea
intensa. EI grupo control (no recibi6 ningun tratamiento) mostré la mayor pérdida de
hueso circundante a la zona ligada; 0,83 (0,77-0,93) mm, en la que se observaron
exposicion radicular y lesiones de furcacion en los diez animales. Este grupo presentd
una mayor disminucion Gsea macroscopica con diferencias estadisticamente
significativas en comparacion con los otros grupos tratados con TFD (p=0,016), ALN
0,25 mg / kg (p=0,016), TFD + ALN 0,01 mg / kg (p=0,016) y TFD + ALN 0,25 mg
/ kg (p=0,009). Los animales tratados con TFD + ALN 0,25 mg / kg mostraron una
disminucion o6sea significativamente menor segun el estudio morfométrico, no sélo
en comparacion con el grupo de control (p=0,009), sino también con el grupo tratado
con ALN 0,01 mg/ kg (p=0,016) (Tabla 2).

Pérdida de hueso alveolar (mm)
Grupos de estudio

Mediana (Rango)

Control 10 0,83 (0,77-0,93) * !
TFD 10 0,61 (0,23-0,78)
ALD 0,01 mg/kg 10 0,75 (0,55-1,11) '
ALD 0,25 mg/kg 10 0,56 (0,31-0,79)
TFD + ALD 0,01 mg/kg 10 0,50 (0,32-0,81) *
TFD + ALD 0,25 mg/kg 10 0,36 (0,24-0,57) ™8

* DIFERENCIA SIGNIFICATIVA COMPARADA CON EL GRUPO CONTROL,; # DIFERENCIA SIGNIFICATIVA COMPARADA CON
EL GRUPO TFD;

§ DIFERENCIA SIGNIFICATIVA COMPARADA CON EL GRUPO ALD 0,01 MG/KG; + DIFERENCIA SIGNIFICATIVA COMPARADA
CON EL GRUPO ALD 0,25 MG/KG;

1 DIFERENCIA SIGNIFICATIVA COMPARADA CON EL GRUPO TFD + ALD 0,01 MG/KG; | DIFERENCIA SIGNIFICATIVA
COMPARADA CON EL GRUPO TFD + ALD 0,25 MG/KG

Tabla 2: Andlisis morfométrico de la pérdida de hueso alveolar (mm) alrededor del primer molar

mandibular derecho entre los grupos de estudio (Mann-Whitney U test).
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4.2. Estudio micro CT

La DMO bajo la unién cemento-esmalte resultd ser menor en el grupo control,
0,035 (0,020-0,600) HU, con diferencias estadisticamente significativas en
comparacion con los grupos tratados con ALN 0,25 mg / kg (p=0,001); TFD + ALN
0,01 mg / kg (p<0,001); y TFD + ALN 0,25 mg / kg (p<0,001). Estos tres grupos de
tratamiento (ALN 0,25 mg/ kg, TFD + ALN 0,01 mg/ kg, TFD + ALN 0,25 mg / kg)
también mostraron diferencias estadisticamente significativas en comparacion con los
animales tratados solo con TFD (p=0,007, p=0,005 y p<0,001, respectivamente).
Cabe sefialar que la DMO mas alta se obtuvo en animales tratados con TFD + ALN
0,25 mg / kg 1,187 (1,000-1,600) HU, mostrando diferencias estadisticamente
significativas no sélo con el grupo control (p<0,001) y animales tratados con TFD
(p<0,001), sino también con aquellos que fueron tratados con ALN 0,01 mg / kg
(p<0,001), ALN 0,25 mg/ kg (p=0,001), e incluso con los tratados con la combinacion
TFD + ALN 0,01 mg/kg (p=0,010) (Tabla 3).

DENSIDAD MINERAL OSEA (mm)

Grupos de estudio
Mediana (Rango)

Control 10 0,035 (0,020-0,600) !
TFD 10 0,225 (0,150-0,900) !
ALD 0,01 mg/kg 10 0,132 (0,090-0,800) '
ALD 0,25 mg/kg 10 0,482 (0,400-1,100) *# !
TFD + ALD 0,01 mg/kg 10 0,725 (0,650-1,400) ™ # 811
TFD + ALD 0,25 mg/kg 10 1,187 (1,000-1,600) ™ # 5 T *

* DIFERENCIA SIGNIFICATIVA COMPARADA CON EL GRUPO CONTROL; # DIFERENCIA SIGNIFICATIVA COMPARADA CON
EL GRUPO TFD;
§ DIFERENCIA SIGNIFICATIVA COMPARADA CON EL GRUPO ALD 0,01 MG/KG; + DIFERENCIA SIGNIFICATIVA COMPARADA
CON EL GRUPO ALD 0,25 MG/KG;

1 DIFERENCIA SIGNIFICATIVA COMPARADA CON EL GRUPO TFD + ALD 0,01 MG/KG; | DIFERENCIA SIGNIFICATIVA
COMPARADA CON EL GRUPO TFD + ALD 0,25 MG/KG

Tabla 3: Analisis de la DMO del hueso alveolar (HU) alrededor del primer molar mandibular derecho entre

los grupos de estudio (Mann-Whitney U test).
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4.3. Analisis histologico de la disminucion 6sea alveolar

En el estudio microscépico, se observd el mayor nivel de infiltracion de células
inflamatorias con reabsorcion de hueso alveolar y de cemento en el grupo de control,
puntuacién 3 (2-3), con diferencias significativas en comparacion con los animales
tratados con TFD (p<0,001), ALN 0,01 mg/kg (p=0,01), ALN 0,25 mg/kg (p<0,001),
TFD + ALN 0,01 mg/kg (p<0,001) y TFD + ALN 0,25 mg/kg (p<0,001). EI menor
proceso inflamatorio y destruccion 6sea alveolar y cementos alveolares se observo en
animales tratados con TFD + ALN 0,25 mg/kg 1 (puntuaciones 0-1), con diferencias
significativas en comparacion con el grupo de control (p<0,001), y los grupos tratados
con TFD (p<0,001) y ALN 0,01 mg/kg (p<0,001) (Tabla 4).

Puntuaciones histoldgicas

Grupos de estudio
Mediana (Rango)

Control 10 3(2-3)#5 Tl
TFD 10 2 (1-3) “ k!

ALD 0,01 mg/kg 10 2(2-3) " h%!

ALD 0,25 mg/kg 10 1(1-3) "#8
TFD + ALD 0,01 mg/kg 10 1(1-2) “#8
TFD + ALD 0,25 mg/kg 10 1(0-1) #8
* DIFERENCIA SIGNIFICATIVA COMPARADA CON EL GRUPO CONTROL; # DIFERENCIA SIGNIFICATIVA COMPARADA CON

EL GRUPO TFD;
§ DIFERENCIA SIGNIFICATIVA COMPARADA CON EL GRUPO ALD 0,01 MG/KG; 1 DIFERENCIA SIGNIFICATIVA COMPARADA
CON EL GRUPO ALD 0,25 MG/KG;
1 DIFERENCIA SIGNIFICATIVA COMPARADA CON EL GRUPO TFD + ALD 0,01 MG/KG; | DIFERENCIA SIGNIFICATIVA
COMPARADA CON EL GRUPO TFD + ALD 0,25 MG/KG

Tabla 4: Analisis histolégico de la respuesta inflamatoria con periodontitis experimental (Mann-Whitney
U test).
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4.4. Actividad de la mieloperoxidasa (MPO)

La mayor actividad de la MPO se encontr6 en el grupo de control, seguido por
ALN 0,01 mg/kg> TFD> ALN 0,25 mg/kg> TFD + ALN 0,01 mg/kg> TFD + ALN
0,25 mg/kg. Por lo tanto, los animales tratados con TFD + ALN 0,25 mg/kg
presentaron la menor /actividad la actividad mas baja de MPO, 13,38 (13,11-13,51)
nmol/g, con diferencias estadisticamente significativas en comparacion con los otros
grupos: control (p=0,002); TFD (p=0,003); ALN 0,01 mg/kg (p=0,003); ALN 0,25
mg/kg (p=0,002) y TFD + ALN 0,01 mg/kg (p = 0,003) (Tabla 5).

Actividad MPO (NMOL/G DE TEJIDO)
Grupos de estudio

Mediana (Rango)

Control 10 22,32 (15,14-38,95) - %!
TFD 10 16,94 (13,56-62,11) !
ALD 0,01 mg/kg 10 17,92 (14,68-53,75) *'
ALD 0,25 mg/kg 10 16,42 (13,67-27,14) ™'
TFD + ALD 0,01 mg/kg 10 14,51 (13,84-16,96) '
TFD + ALD 0,25 mg/kg 10 13,38 (13,11-13,51) " *81.1

* DIFERENCIA SIGNIFICATIVA COMPARADA CON EL GRUPO CONTROL; # DIFERENCIA SIGNIFICATIVA COMPARADA CON
EL GRUPO TFD;

§ DIFERENCIA SIGNIFICATIVA COMPARADA CON EL GRUPO ALD 0,01 MG/KG; + DIFERENCIA SIGNIFICATIVA COMPARADA
CON EL GRUPO ALD 0,25 MG/KG;

1 DIFERENCIA SIGNIFICATIVA COMPARADA CON EL GRUPO TFD + ALD 0,01 MG/KG; | DIFERENCIA SIGNIFICATIVA
COMPARADA CON EL GRUPO TFD + ALD 0,25 MG/KG

Tabla 5: Comparacion de actividad MPO entre los grupos de estudio (Mann-Whitney U test).
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4.5.Niveles de malonaldehido (MDA)

Por altimo, el orden de los grupos de mayor a menor segun la actividad de MDA
fue el siguiente: grupo de control> ALN 0,01 mg/kg> TFD> ALN 0,25 mg/kg> TFD
+ ALN 0,01 mg/kg> TFD + ALN 0,25 mg/kg. Como ocurre con la actividad de (la)
MPO, se encontrd la menor actividad/actividad mas baja de MDA en animales
tratados con TFD + ALN 0,25 mg/kg 27,20 (15,60-32,30) nmol/g, con diferencias
estadisticamente significativas en comparacion con el resto de los grupos: control
(p=0,009 ); TFD (p=0,009); ALN 0,01 mg/kg (p=0,009); ALN 0,25 mg/kg (p=0,028)
y TFD + ALN 0,01 mg/kg (p=0,009) (Tabla 6).

Actividad MDA (NMOL/G DE TEJIDO)

Grupos de estudio
Mediana (Rango)

Control 10 74,30 (68,50-77,00) * 1!
TFD 10 53,50 (43,90-64,70) " &'
ALD 0,01 mg/kg 10 56,50 (52,70-87,00) -+
ALD 0,25 mg/kg 10 35,60 (27,30-60,40) * 8!
TFD + ALD 0,01 mg/kg 10 33,10 (22,50-50,20) * # &'
TFD + ALD 0,25 mg/kg 10 27,20 (15,60-32,30) " # 5 *-1

* DIFERENCIA SIGNIFICATIVA COMPARADA CON EL GRUPO CONTROL; # DIFERENCIA SIGNIFICATIVA COMPARADA CON
EL GRUPO TFD;

§ DIFERENCIA SIGNIFICATIVA COMPARADA CON EL GRUPO ALD 0,01 MG/KG; + DIFERENCIA SIGNIFICATIVA COMPARADA
CON EL GRUPO ALD 0,25 MG/KG;

1 DIFERENCIA SIGNIFICATIVA COMPARADA CON EL GRUPO TFD + ALD 0,01 MG/KG; | DIFERENCIA SIGNIFICATIVA
COMPARADA CON EL GRUPO TFD + ALD 0,25 MG/KG

Tabla 6: Comparacion de los niveles de MDA entre los grupos de estudio (Mann-Whitney U test).
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5. Discusion

A la hora de llevar a cabo investigaciones con modelos animales, se han utilizado
una gran variedad de modelos animales en estudios experimentales destinados a
determinar el efecto de la periodontitis, asi como explorar nuevos medios terapéuticos
para tratar la enfermedad periodontal. Entre ellos, los animales mas utilizados en estos
modelos son los perros, cerdos y roedores (ratas y ratones). A pesar de que los animales
de experimentacion mas grandes, como los perros y los cerdos, son capaces de desarrollar
periodontitis naturalmente para propoésitos experimentales, debido a que presentan
caracteristicas mas similares a las humanas (Oz y Puleo, 2011); su gran tamafio, alto coste
y las cuestiones éticas implicadas limitan su uso (de Oliveira y cols., 2016).

Para la presente investigacion se utilizaron ratas Wistar. Este modelo animal de
experimentacion es uno de lo més extendidos a la hora de investigar la periodontitis sobre
animales. Las ratas Wistar son seleccionadas debido a su facilidad de manipulacién y bajo
coste. Ademas, la estructura y organizacion del tejido periodontal de los molares de la
rata (epitelio gingival, epitelio sulcular, epitelio de unidn, fibras de coldgeno periodontal,
cemento celular y acelular, y hueso alveolar) es muy similar a la humana (Listgarten,
1975). Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que la rata Wistar es una
especie adecuada para estudios experimentales de enfermedad periodontal inducida por
la colocacion de una ligadura en el primer molar inferior, ya que en el analisis de los
resultados del grupo de control no tratado se observé el efecto de la periodontitis en todas
las variables de estudio. Se observd una pérdida désea alveolar mayor, una DMO
disminuida; en el estudio histolégico se encontraron altos niveles de infiltrado
inflamatorio; de la misma manera, el analisis gingival de MPO y MDA indic6 altos

niveles de actividad inflamatoria y estrés oxidativo.

En los Gltimos afios, se han investigado una variedad de enfoques terapéuticos no
invasivos para tratar la enfermedad periodontal, entre los mas prometedores, podemos
encontrar la TFD. El mecanismo de accion de la TFD se basa en un fotosensibilizador
gue se une a una célula diana y que es activado posteriormente mediante la aplicacion de
una dosis de luz visible a una longitud de onda concreta, de manera que el FS pasa de su
estado base, a un estado excitado o energizado. Después de la activacion del FS, se
producen moléculas reactivas de oxigeno y otras sustancias reactivas que tienen una

accion citotoxica afectando principalmente a la membrana de las células diana (Maisch y
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cols., 2007). El mecanismo molecular de la accion bactericida de la TFD se debe a dos
mecanismos diferentes (Fiel y cols., 1981). Ambos consiguen dafiar la membrana
citoplasmatica de las bacterias (Sharman y cols., 1999). El FS activado puede reaccionar
con las biomoléculas circundantes de dos formas distintas: provocando una reaccion de
transferencia de electrones entre el FS activado y las moléculas de las células
circundantes, liberando radicales libres; estos radicales libres son altamente reactivos e
interactian con moléculas endogenas de oxigeno, produciendo derivados de oxigeno
altamente reactivos tales como superoxidos, hidroxilos y peroxido de hidrogeno que
dafian la integridad de las membranas celulares bacterianas causando dafios biologicos
irreversibles. La segunda via de reaccion se produce por la reaccion entre el FS activado
con el oxigeno presente ambiental, generando una molécula de oxigeno reactivo
denominado oxigeno singlete, cuya reactividad quimica provoca dafio oxidativo y efectos
letales sobre las bacterias, debido a dafios en la membrana y en la pared celular, como
hemos mencionado anteriormente (Gualberto y cols., 2016).

En el presente estudio, los animales tratados con TFD mostraron menor
disminucion ésea alveolar, mayor DMO, menor actividad inflamatoria en el analisis
histolégico y menores niveles de MPO y MDA en las muestras gingivales que el grupo
de control no tratado, con diferencias estadisticamente significativas observadas en el
analisis morfométrico macroscopico (p=0,016), andlisis histoldgico (p<0,001) y niveles
de MDA (p=0,009). Otros investigadores han observado resultados similares, como
Oliveira y cols. (2016) en un trabajo de investigacion sobre periodontitis inducida por
ligadura del primer molar inferior y del segundo molar superior en ratas Wistar, en el cual
se observé una disminucion dsea alveolar menor después de 3, 7 y 15 dias de tratamiento
con TFD en comparacién con animales no tratados (grupo de control). Asimismo, la
cuantificacion de células TRAP positivas que indica la actividad de los osteoclastos en la
reabsorcién 6sea, y el andlisis cuantitativo inmunoenzimatico de las moléculas
relacionadas con la resorcion 6sea (OPG y RANK-L) también fueron menores en el grupo
TFD. Otros autores que investigaron la periodontitis experimental en ratas han obtenido
resultados similares a los del presente estudio, y recomiendan una terapia combinada de
TFD y desbridamiento mecanico o detartraje y raspado y alisado radicular (RAR) (Goes
y cols., 2012; Theodoro y cols., 2015).
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Los bifosfonatos (BF) son un grupo de farmacos mediadores del metabolismo
0se0 cuya accion antirresortiva para el tratamiento de la periodontitis estd siendo
investigada actualmente (Cantatore y cols., 1999; Sharma y cols., 2012; Price y cols.,
2013; Goes y cols., 2014; Kanoriya y cols., 2016). El Alendronato (ALN) es un BF de
tercera generacion que contiene nitrégeno en su composicion y presenta una potente
accion antirresortiva debido a que favorece la apoptosis de los osteoclastos e inhibe la
diferenciacion de estos durante el proceso de maduraciéon (Chacon y cols., 2006), esto
provoca que la absorcion de ALN por parte de los osteoclastos durante el recambio 6seo
anula sus funciones (inhibiendo la farnesil fosfato sintetasa y otras enzimas implicadas
en la via metabdlica mevalonato/colesterol) e incluso activa la apoptosis de los
osteoclastos, lo que reduce la resorcidén Osea alveolar provocada por la periodontitis
(Zhang y cols., 1995).

Los resultados de este estudio mostraron mejores resultados en el grupo de
animales tratados con ALN a 0,01 mg/kg que para los del grupo de control, el cual no
recibié ningun tratamiento real, sin embargo, fueron peores comparados con el grupo
tratado con TFD. Por otro lado, los animales tratados con ALN a 0,25 mg/kg presentaron
buenos resultados en todas las variables estudiadas, s6lo superados por los tratamientos
combinados de TFD + ALN (0,01 y 0,25 mg/kg).

En 2014, Goes y cols utilizaron las mismas dosis de ALN que en el presente
estudio para tratar la periodontitis experimental en ratas Wistar. Los resultados que
obtuvieron mostraron una disminucién Gsea alveolar menor en el andlisis
histomorfométrico, menores niveles de TRAP en el analisis histoquimico, menor
actividad inflamatoria en el estudio histolégico y menos actividad de la MPO en
comparacion con el grupo de control no tratado. Pero, como en el presente estudio, los

mejores resultados se obtuvieron con una dosis de ALN de 0,25 mg/kg.

En 2012, Goes y colaboradores llevaron a cabo un estudio donde trataron la
periodontitis experimental en ratas Wistar con dosis de 0,01; 0,05 y 0,25 mg/kg de ALN;
como en el presente estudio. Observaron una menor disminucion 6sea en el estudio
histomorfométrico y menor actividad inflamatoria en el analisis histolégico en los
animales tratados con ALN a 0,25 mg/kg. Esta dosis mas alta de ALN mostro una potente
actividad antiinflamatoria a través de la IL-1p, la IL-6 y el factor de necrosis tumoral alfa

(Kellesarian y cols., 2016). Los resultados satisfactorios de estos estudios, que han
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demostrado la eficacia del ALN en el tratamiento de la enfermedad periodontal han
llevado a la fabricacion de geles de ALN (normalmente al 1%) para el tratamiento de
bolsas periodontales en seres humanos, siendo aplicado tanto de manera individual, como
combinadas con otras sustancias, como el plasma rico en plaquetas (Kanoriya y cols.,
2016; Sharma'y cols., 2012).

Por ultimo, con el posible efecto sinérgico de la combinacion de TFD + ALN para
tratar la periodontitis experimental en ratas se obtuvieron los mejores resultados en la
disminucion de hueso alveolar, asi como para la conservacion de la DMO. Ademas, se
observo una menor actividad inflamatoria con respecto el resto los grupos de estudio; con
la combinacion de TFD + 0,25 mg/kg de ALN se alcanzaron mejores resultados que con
la combinacion de TFD + 0,01 mg/kg de ALN. En las variables gingivales estudiadas, los
niveles méas bajos de MPO y MDA se observaron en animales tratados con TFD + 0,25
mg/kg de ALN seguidos de aquellos tratados con TFD + 0,01 mg/kg de ALN. Asi, la
combinacion TFD + 0,25 mg/kg de ALN consiguié mejores resultados para las variables

DMO, MPO y MDA, con diferencias estadisticamente significativas.

La limitacidn del presente estudio es principalmente que los resultados obtenidos
no pueden ser comparados con ninguna otra investigacion, ya que, hasta la fecha, no se
ha publicado ninguna otra evidencia cientifica del efecto sinérgico de la combinacion de
TFD + ALN. Solo existe una referencia de un estudio que utiliza la combinacion de TFD
y ALN para tratar a pacientes con neovascularizacion coroidea miopica (Miki y cols.,
2013).

En el afio 2015, Akyol y colaboradores estudiaron el posible efecto sinérgico de
la irrigacién de ALN (1 mg/ml) sobre los defectos dseos en la region distal de los vasos
sanguineos Epifisis de fistula de rata de Wistar, no combinada con TFD pero con laser de
bajo nivel (LLLT) aplicada en los dias 0, 2, 4, 6 y 8 con un laser GaAlAs (Gallium-
Aluminium-Arsenide); Se concluy6 que la combinacion de LLLT y ALN riego tuvo un
efecto beneficioso sobre la reparacion oOsea.
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6. Conclusiones

1 El uso de la terapia fotodindmica y del alendronato sodico para el tratamiento de
periodontitis ha mostrado ser capaz de reducir la reabsorcion 6sea producida por la
enfermedad periodontal, tanto de manera independiente como con tratamiento
combinado, obteniendo los mejores resultados en la combinacion de TFD y

alendronato al 0,25%.

2 Ladensidad 6sea del area circundante a la zona afectada mostré menos afectacion en
los grupos tratados, evidenciando el efecto positivo de los tratamientos, tanto
independientemente como combinados, sobre la enfermedad periodontal. EIl grupo
tratado con TFD vy alendronato al 0,25% mostrd los niveles mas altos de densidad
6sea, mostrando una diferencia estadisticamente significativa en comparacion al resto

de grupos.

3 Los marcadores de la actividad inflamatoria fueron significativamente mejores en los
grupos tratados con respecto al grupo control, tanto si el tratamiento era sinérgico
como independiente. EI mejor resultado se dio en el tratamiento combinado de TFD

con alendronato al 0,25%.

4 Tras la aplicacion de los tratamientos de TFD y alendronato, la actividad de la
mieloperoxidasa que nos permite cuantificar los neutréfilos, mostro valores menores
en los grupos sometidos a los tratamientos propuestos, tanto en tratamiento individual
como combinado. El grupo al que se le aplico tanto TFD como la inyeccion del
alendronato al 0,25% mostrd los mejores resultados, siendo estos, estadisticamente

significativos en comparacion al resto de grupos.

5 Los valores de estrés oxidativo estudiados mediante el andlisis de los niveles de
malonaldehido fueron menores en los grupos tratados con respecto al grupo control,
tanto en tratamientos combinados como individuales. El grupo tratado con TFD y
alendronato al 0,25% presento unos valores inferiores estadisticamente significativos

con respecto al resto de grupos.
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Anexos

8.1. Anexo 1. Informe del Comité Etico de Experimentacion Animal

(CEEA) de la Universidad de Murcia

UNIVERSIDAD DE Vic torado de Comit: Elico | ;
-t |t CEEA e, ‘M)
. v Animod CAMPUS MARE NCSTRUV
Cédigo CEEA: 58/2014 INFORME DE COMITE ETICO

DATOS DEL CENTRO

Nombre: CEEA Universidad de Murcia

Numero de Registro del Centro: REGA ES300305440012

Thulo del procedimiento: “Efectos de la terapia folodindmica y el alendronato sédico
sobre la periodontitis experimental en ratas"

Responsable: D. Fabio Camacho Alonso

Aspectos que han sido considerados para su evaluacion:

Capacitacion del personal investigador

Idoneidad del procedimiento en relacién a los objetivos del estudio.
Melodologia empleada

Posibilidad de conseguir conclusiones validas con el menor n® posible de
animales

Consideraciones de métodos alternativos

* ldoneidad de las especies seleccionadas

* Supervision, Criterios de Punto Final y Finalizacién del Procedimiento

Una vez evaluado el procedimiento antes mencionado, atendiendo a los puntos
indicados y de conformidad con lo acordado el dia 2 de julio de 2014', el Comité Etico
de Experimentacién Animal de la Universidad de Murcia, INFORMA
FAVORABLEMENTE sobre la realizacién de dicho procedimiento.

Murcia, 7 de julio de 2014

D*. Lagares Martinez

Secretaria CEEA Presidente CEEA

‘Amdmuum-wmnsauuymmazeae dembre de Régl Juridico da las
Administraciones Pdblicas y del PAC. (B.OE. 27-11), se advierte que el acla de la sesiin citada estd pendiente de
aprobacion
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8.2.Anexo 2. Informe favorable de la autoridad competente

Direccion General de Ganaderia y Pesca

Serviclo de Sanidad Animal T.012

T.068.368913

Regién de Murcia Plaza Juan XXIIT s/n F. 968 362863
A e i o 30008 Murcia F.068.394378

www,carm.es/cagnic

A FABIO CAMACHO ALONSO
@; Ty FACULTAD DE MEDICINA Y ODONTOLOGIA
S7 _810141w0 Dt saLIDA HOSPITAL MORALES MESEGUER
i CLINICA ODONTOLOGICA UNIVERSITARIA
e 30 JUL 20M AVDA. MARQUES DE LOS VELEZ, SIN

g 30008 MURCIA
N° 135.0¥%2

RESOLUCION

Vista la solicitud presentada con fecha 22/07/2014 y n° de registro de entrada
3000N°201400347755, para la autorizacién de la realizacion de un proyecto de
investigacion con animales presentada por D. Fabio Camacho Alonse, como responsable
del mismo.

Vista la propuesta del proyecto denominado:"Efectos de la terapia fotodinamica y el
alendronato sédico sobre la periodontitis experimental en ratas®

Visto el informe favorable del comité ético del establecimiento usuario con cédigo
REGA ES300305440012.

Visto el resumen no técnico del proyecto.

Visto el resultado favorable de la evaluacion del proyecto por el érgano habilitado
“Comité Etico de Experimentacion Animal (CEEA) de la Universidad de Murcia".

Visto que en dicha evaluacién se clasifica el proyecto como Tipo Il y se indica que
no es necesario llevar a cabo |a evolucion retrospectiva del mismo.

Visto el Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, por el que se establecen las normas
basicas aplicables para la proteccion de los animales utilizados en experimentacion y otros
fines cientificos, incluyendo la docencia.

Visto el Informe emitido por el Jefe del Servicio de Sanidad Animal el 28 de julio de
2014,

Considerando la competencia que tiene atribuida esta Direccién General sobre la
base de lo dispuesto en el Decreto 26/2011, de 25 de febrero, por el que se establece la
estructura organica de la Consejeria de Agricultura, y Agua y lo dispuesto en el Decreto de
Gobierno n° 42/2014, de 14 de abril, por el que se establecen los Srganos Directivos de la
Consejeria de Agricultura y Agua, y con independencia de otras actuaciones que esta u otra
Administracion puedan emprender, esta Direccion General
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Servicio de Sanidad Animal T.012

T.968.368913

Regién de Murcia Plaza Juan XXIi1 s/n F. 968 362863
onsejeria de Agricultura y Agua 30008 Murcia F.968.394378

Direccién General de Ganaderfa y Pesca www.carm.es/cagric

RESUELVE

Conceder autorizacién a D. Fabio Camacho Alonso, para la realizacidn del proyecto
solicitado, como responsable y usuario del mismo, asignandole el codigo de identificacion
N°® A1320140708, teniendo esta autorizacion una validez que se correspondera con la
duracion prevista en su memona, con un méximo de cinco afios, siempre y cuando no se
produzca una medificacion relevante en dicho procedimiento, en cuyo caso seria necesario
efectuar una nueva solicitud de autorizacién a la autoridad competente.

El proyecto se llevara a cabo en el establecimiento usuario con cédigo REGA
ES300305440012.

Lo que en cumplimiento del Art. 58 de la Ley de Régimen Juridico de las
Administracicnes Publicas y del Procedimiento Comuin (Ley 30/1962, de 26 de noviembre)
se le NOTIFICA, significandole que contra dicha RESOLUCION cabe Recurso de Alzada
ante el Excmo. Sr. Consejero de Agricultura y Agua en el plazo de UN MES desde la
recepcion de la presente notificacién, sin perjuicio de poder ejercitar, en su caso, cualquier
otro que se estime pertinente.

Murcia, a 28 de julio de 2014
La Directora General de Ganaderia y Pesca
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8.3.Anexo 3. Articulo publicado.

Periodontal Res. 2018 Jun;53(3):306-314. doi: 10.1111/jre.12515. Epub 2017 Oct 31

Synergistic effect of photodynamic therapy and alendronate on alveolar bone loss in rats with
ligature-induced periodontitis.
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Abstract

BACKGROUND AND OBJECTIVE: Photodynamic therapy (PDT) and antiresorptive drugs, such as alendronate (ALN), have been shown to
reduce alveolar bone loss. The aim of this study was to evaluate the possible synergic effects of combining PDT and ALN on bone loss in
periodontitis in rats.

MATERIAL AND METHODS: Periodontitis was induced by ligature in 60 Wistar rats randomized into the following groups: control (Group 1);
PDT (Group 2); ALN 0.01 mg/kg (Group 3); ALN 0.25 mg/kg (Group 4), PDT + ALN 0.01 mg/kg (Group 5); and PDT + ALN 0.25 mg/kg (Group
6). The rats were killed on day 12 and the mandibles were processed for macroscopic morphometric analysis, micro-computed tomography
to analyze bone mineral density (BMD) and histological analysis. Gingival samples were collected to evaluate myeloperoxidase (MPO) and
malonaldehyde (MDA) levels

RESULTS: Bone loss and inflammatory activity in histological studies, from the greatest to least was: control > ALN 0.01 mg/kg > PDT > ALN
0.25 mg/kg > PDT + ALN 0.01 mg/kg > PDT + ALN 0.25 mg/kg, while the order from least to greatest BMD was: control < ALN

0.01 mg/kg < PDT <ALN 0.25 mg/kg < PDT + ALN 0.01 mg/kg < PDT + ALN 0.25 mg/kg. The order of MPO and MDA activity from greatest
to least was: control > ALN 0.01 mg/kg > PDT > ALN 0.25 mg/kg > PDT + ALN 0.01 mg/kg > PDT + ALN 0.25 mg/kg. The positive results
obtained in the group treated with PDT + ALN 0.25 mg/kg showed statistically significant differences (P < .05) compared with the other 5
groups for BMD, MPO and MDA.

CONCLUSION: Combined approach therapy of PDT + ALN 0.25 mg/kg demonstrated a protective effect on alveolar bone loss.
© 2017 John Wiley & Sons A/S. Published by John Wiley & Sons Ltd
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