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1. INTRODUCCION



1.1. La enfermedad periodontal

La periodontitis cronica es una enfermedad inflamatoria de los tejidos de soporte de
los dientes, causada por grupos especificos de microorganismos, que provocan la
destruccion progresiva del ligamento periodontal y hueso alveolar con la consiguiente
formacion de bolsas, recesiones o ambas (Armitage, 1999). Ademas, es la forma mas
frecuente de periodontitis.

Clinicamente, la periodontitis es diagnosticada por la pérdida de unién entre el
diente y los tejidos de soporte (pérdida de insercion clinica), por la profundidad de la bolsa
entre la raiz del diente y los tejidos de soporte y /o la evidencia radiografica de pérdida
Osea. El progreso de la periodontitis se presenta en periodos ciclicos de exacerbacién y
remision y puede permanecer sin notarse, con sintomas minimos en sus etapas mas
tempranas (Champagne y cols., 2003).

La periodontitis cronica presenta un alto componente inmunolégico, que incluye
una respuesta inmune de tipo celular y humoral elevada (Fuhijashi y cols., 1993). Por este
motivo, la respuesta inmune e inflamatoria del huésped a la invasion bacteriana es un
determinante critico de la susceptibilidad a desarrollar la enfermedad destructiva, bajo la
influencia de multiples factores (de comportamiento, ambientales y genéticos) (Champagne
y cols., 2003).

La respuesta inicial a la infeccion bacteriana es una reaccion local inflamatoria de
los tejidos que activa el sistema inmune (Graves y Cochran, 2003) y viene seguida de una
amplificacion de esta respuesta inicial localizada. Dicha amplificacion da como resultado la
liberacion de una serie de citocinas y otros mediadores y la propagacion de la inflamacion a

través de los tejidos gingivales (Graves y Cochran, 2003).



Las citocinas son proteinas solubles que se unen a receptores especificos en las
celulas diana e inician una cascada de sefializacion que resulta en cambios fenotipicos en la
célula mediante regulacion genética (Preshaw y Taylor, 2011). Son moléculas
determinantes de la respuesta inmune tanto innata como adaptativa ya que permiten
coordinar la interaccion entre varios componentes del sistema inmune (Dinarello, 2007),
debido a su funcionamiento en una compleja red, que aun continda en investigacion. Por
esta razon, asi como en las otras enfermedades cronicas, las citocinas juegan un papel
importante en el inicio, progreso y modulacién de la enfermedad periodontal (Bascones y
cols., 2005).

Después de un estimulo antigénico, los linfocitos TCD4+ naive pueden
diferenciarse como células T helper CD4 (Th), que pueden ser de tipo Thl, Th2 y Th17,
cada una de las cuales presentard distintos perfiles de produccién de citocinas (Tesmer y
cols., 2008). Las respuestas Thl y Th2 son antagonistas entre si y se regulan una a la otra
(Vandenbroeck y Goris, 2003). La red de citocinas que media la respuesta inmune incluye
citocinas pro-inflamatorias, anti-inflamatorias y los receptores especificos de las citocinas.

Las células Thl producen interleucina 2 (IL-2) e interferon-y (IFN-y), que inducen
la inmunidad celular y la produccién de citocinas pro-inflamatorias (Yamamura y cols.,
1991). Ademas, el estimulo antigénico a células epiteliales, neutréfilos y macréfagos
también induce la secrecion celular de citocinas inflamatorias como interleucina 1-f (IL-
1B), interleucina 6 (IL-6) y Factor de Necrosis Tumoral- a (FNT-a) (Silvay cols., 2008).

Las células Th2 producen interleucina 4 (IL-4), interleucina 6 (IL-6) e interleucina
10 (IL-10), las cuales han sido identificadas como anti-inflamatorias y que favorecen la

inmunidad humoral mediada por las células B (Modlin y Nutman, 1993).



La expresion de las citocinas pro-inflamatorias, tales como IL-1, IL-6, IL-11, IL-
17, FNT-a, Factor Inhibidor de Leucemia (LIF) y oncostatina M (OSM), es el paso inicial
para que la presencia de otros mediadores inflamatorios sea suficiente en el tejido gingival
como para estimular los mecanismos de resorcion 6sea. Al contrario, cuando se presenta la
expresion de las citocinas y otros mediadores anti-inflamatorios, tales como IL-4, 1L-10,
IL-12, IL-13 y IL-18 asi como interferdn-B (IFN-B) e interferdn-y (IFN-y), el efecto es la

inhibicidn del proceso de resorcién 6sea (Lerner, 2006).

1.2. Mediadores pro-inflamatorios en el Fluido Crevicular Gingival

La composicion del Fluido Crevicular Gingival (FCG) es el resultado de la
interrelacion entre el biofilm bacteriano (adherido a las superficies dentarias) de la bolsa
periodontal y las células de los tejidos periodontales y por esta razon es considerado el
principal estimulo de citocinas asociadas a periodontitis y enzimas derivadas del huésped
(Cobb, 1996). La recoleccion del FCG es un procedimiento minimamente invasivo y el
analisis de los constituyentes especificos provee un indicador bioguimico cuantitativo para
la evaluacién del metabolismo celular local que refleja el estado de salud periodontal de la
persona (O’Leary y cols., 1972).

La medida de los niveles de mediadores inflamatorios en el FCG ha sido utilizado
para evaluar el riesgo de una localizacion para perder insercién clinica y hueso alveolar o
riesgo para un individuo de desarrollar enfermedad periodontal (Champagne y cols., 2003).
Los niveles de mediadores inflamatorios monociticos (Prostaglandina E2 (PGE2), IL-1 y

FNT-a) en el FCG pueden representar bien los marcadores ideales de la actividad de la



enfermedad a nivel de una localizacion (Champagne y cols., 2003). Durante los periodos de
progreso o actividad de la enfermedad periodontal se evidencia un cambio en el perfil de
citocinas del tipo Th2 a Thl (Kawai y cols., 1998).

Se considera que hay una relacion entre la alta produccion de FNT-a y de IL-1B y la
severidad de las lesiones inflamatorias en la periodontitis (Soga y cols., 2003; Stashenko y
cols., 1991; Heasman y cols., 1993) y por este motivo son numerosos los estudios previos
que han evaluado sus niveles en el FCG como un factor que ayuda a determinar el estado

periodontal del huésped.

1.3.IL-1p y FNT-o

Se ha demostrado que la IL-1 y FNT-a son esenciales para la iniciacion de la
respuesta inflamatoria y siguiente destruccion tisular (Stashenko y cols., 1987; Ridderstad
y cols., 1991), que conlleva a la pérdida de insercion y reabsorcion 6sea (Graves y Cochran,
2003). Ambas citocinas estan asociadas tipicamente con la respuesta inmune innata (Graves
y Cochran, 2003), pudiendo inducir la expresion de otros mediadores que amplifican la
respuesta inflamatoria, tales como las prostaglandinas (Graves y Cochran, 2003). También
pueden estimular la produccién de enzimas liticas como la colagenasa y reforzar la
actividad fagocitica celular (Dinarello, 1996). Ademas, la IL-1 y FNT-a. estimulan la
actividad de los osteoclastos (Thomson y cols., 1987; Kobayashi y cols., 2000; Graves y
Cochran, 2003) y promueven la liberacion a partir de los tejidos de metaloproteinasas de
matriz (MMPs), que son enzimas destructivas para la matriz extracelular de la encia,

ligamento periodontal y hueso alveolar (Dayer y cols., 1985; Brenner y cols., 1989).



Adicionalmente, la IL-1 y FNT-o inducen la produccién de quimioquinas y regulan
moléculas de adhesion en los leucocitos y células endoteliales (Graves y Cochran, 2003),
dando como resultado la atraccién quimiotactica de leucocitos hacia el lugar de la
inflamacion.

1.3.1. Interleucina 1-p

La IL-1 es una citocina pro-inflamatoria producida en el sitio de la infeccion por
células involucradas en la defensa del huésped contra los patdgenos periodontales, tales
como macrofagos, neutrofilos y fibroblastos gingivales (Takahashi y cols., 1995; Lo y
cols., 1999), asi como monocitos y células B activadas policlonalmente (Murphy y cols.,
2000).

Hay dos formas principales de IL-1 que tienen actividad agonista, la IL-1a e IL-1p,
con un tercer ligando, el antagonista de receptor de IL-1(IL-1ra), que funciona como un
inhibidor competitivo. La IL-1a e IL-1pB tienen normalmente actividades similares (Graves
y Cochran, 2003; Dinarello, 1996).

La IL1-B es liberada como parte de los mecanismos que buscan combatir la
infeccion inicial. Sin embargo, la infeccion persistente lleva a un desequilibrio del sistema
inmune y estimula una cascada de eventos, que ha sido iniciada por la IL1-B y que se
traduce en la inflamacion crénica de los tejidos de soporte periodontal, culminando en la
destruccion del hueso alveolar mediada por la regulacion de la IL1-B sobre los osteoclastos
(Graves y Cochran, 2003).

Entre los efectos de la expresion de IL-1B se encuentran la estimulacion del

reclutamiento y activacion de los osteoclastos asi como el estimulo a los fibroblastos para
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que produzcan MMPs, las cuales activan la via extracelular de destrucciéon del tejido
conectivo, que es un evento temprano en la patogénesis de la enfermedad periodontal.

Ademas, la IL-1 regula la expresion de la molécula-1 de adhesion intercelular
(ICAM-1), de la molécula-1 de adhesion celular vascular (VCAM-1) y de E-selectina, las
cuales hacen posible que los leucocitos se unan y penetren a través de la pared vascular en
el &rea de inflamacion (Scholz y cols., 1996). Este efecto es complementado con el
aumento de la permeabilidad vascular a la IL-6, la cual suma sus efectos al de la IL-8,
liberada por los leucocitos atraidos a la zona (Stathopoulou, 2009), continuando asi con la
amplificacion de la respuesta inflamatoria.

1.3.2. Factor de Necrosis Tumoral- Alfa (FNT-a)

El FNT se refiere a dos proteinas asociadas, FNT-a y linfotoxina, también conocida
como FNT-B (Delima y cols., 2001). EI FNT-a es una reconocida citocina pro-inflamatoria
en periodontitis, capaz de estimular la degradacién de la matriz del tejido conectivo y
resorcion Gsea directa e indirectamente (Tervahartiala y cols., 2001; Kurtis y cols., 2005).

El FNT-a regula la sintesis de colagenasa y PGE2 y se cree que lleva a la pérdida de
insercion por medio de mecanismos mediados por proteasas (Gemmell y cols., 2000).
Ademas, entre los efectos de la liberacion del FNT-a, se encuentra la produccion de
RANTES (quimiocina secretada por una variedad de células, entre las cuales se encuentran
células del musculo liso, células epiteliales, células T, macréfagos y plaquetas) (Kovacic y
cols., 2010). RANTES ejerce una multitud de efectos proinflamatorios y es importante en la
quimio-atraccion de células T y monocitos, proliferacion de células T y respuestas de

hipersensibilidad de tipo tardio.
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Los niveles de FNT-a son caracteristicamente elevados en el periodonto enfermo,
donde son determinante critico de la destruccion del tejido como consecuencia de sus
propiedades proinflamatorias y de reabsorcion 0sea (Engebretson y cols., 1999; Garlet y

cols., 2004; Graves y Cochran, 2003).

1.4. Estado antioxidante del FCG

Las bacterias implicadas en la periodontitis causan destruccion del tejido conectivo
y hueso. Un resultado de la estimulacién de los leucocitos polimorfonucleares (PMN) por
los antigenos bacterianos, es una aumentada liberacion de radicales libres como parte de la
respuesta del huésped a la infeccion, culminando en un incrementado dafio oxidativo a los
tejidos gingivales, ligamento periodontal y hueso alveolar (Pendyala y cols., 2008). El dafio
mediado por los radicales libres puede ser mitigado por el “sistema antioxidante de
defensa” (Teng, 2003). Sin embargo, ante una situacion de sobreproduccion de radicales
libres 0 ante una defensa antioxidante insuficiente, se rompe el equilibrio, causando unos
efectos deteriorantes, situacion conocida como “estrés oxidativo” (Brock y cols., 2004).

El estrés oxidativo juega un papel crucial en el dafio de los tejidos periodontales
como resultado de la interaccidn del huésped con el biofilm dental, ya sea como resultado
directo de una excesiva actividad de las especies reactivas del oxigeno (ERO), una
deficiencia antioxidante o por la activacion de factores de transcripcion (factor nuclear B
y proteina activadora 1) y creacion de un estado pro-inflamatorio.

La capacidad antioxidante del FCG consecuentemente también se ve comprometida

en la periodontitis (Chapple y cols., 2007). En este compromiso parece tener un papel
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primordial la respuesta inflamatoria e inmune del paciente (Chapple y cols., 2007). La
ruptura del equilibrio redox puede conducir a un dafio que se ve incrementado por las ERO.
Estudios previos han mostrado que la defensa antioxidante esté reducida en la periodontitis
cronica, y el tratamiento no quirdrgico con mejoras en los parametros clinicos puede
aumentar dicha defensa antioxidante en los pacientes (Brock y cols., 2002; Tsai y cols.,

20054).

1.5. Tratamiento convencional no quirdrgico de la periodontitis cronica

El tratamiento de la periodontitis cronica involucra principalmente la remocion de la
placa y el biofilm que esta contiene, a nivel supra y subgingival. Esta remocién se realiza
por medios mecanicos, como sucede en las terapias periodontales no quirdrgicas, mediante
raspado y alisado radicular (RAR) (Cobb, 1996; Greenstein, 2000).

La eliminacién completa del biofilm en las bolsas periodontales es dificil de lograr,
especialmente en las bolsas de mayor profundidad (Walker y Ash, 1976; Buchanan y
Robertson, 1987). El objetivo realista de dicho tratamiento seria disminuir la concentracion
bacteriana hasta un punto en el que el paciente mediante unas correctas técnicas de higiene
oral, fuera capaz de prevenir la recolonizacion (O Leary, 1986).

El RAR es la técnica “Gold Standard” que se realiza con dicho objetivo, porque
disminuye la concentracion bacteriana, el flujo del fluido gingivocrevicular y hace que el
pH retorne a un estado neutro. Disminuyen las principales especies periodontopatdgenas,
pero no desaparecen porque han podido llegar a invadir hasta Imm de tejidos blandos. A su
vez, influyen en el correcto RAR la destreza del operador, la anatomia dentaria y la

evolucion de la enfermedad periodontal (Brayer y cols., 1989).
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La instrumentacion puede realizarse utilizando instrumentos manuales adecuados a
la morfologia radicular. En esta, la sensibilidad del operador es buena, no genera aerosoles,
elimina cemento de la raiz, pero por otro lado, lleva més tiempo y el acceso a furcas y
fondo de la bolsa no siempre es posible. Por otro lado, la instrumentacién también puede
ser sonica (presion neumatica que hace que la punta vibre a baja frecuencia) y ultrasonica
(donde hay una conversién de energia eléctrica en mecénica, haciendo vibrar la punta con
alta frecuencia) (Sbordone y cols., 1990). El raspado puede realizarse por cuadrantes,
sextantes, hemiarcada o boca completa “full mouth”.

A pesar de que el tratamiento periodontal no quirtrgico puede producir significativa
mejoria clinica en la mayoria de los casos, ninguna de las actuales técnicas de
instrumentacion es efectiva en la eliminacion completa de célculo y bacterias sub-
gingivales (Adriaens y Adriaens, 2004). Por este motivo y para facilitar la disminucion de
bacterias, especialmente en casos en los que no se ha presentado una adecuada respuesta al
tratamiento mecanico convencional, se han utilizado métodos complementarios, tales como
antisépticos, antibidticos locales y sistémicos. Estas sustancias son muchas veces dificiles
de mantener en concentraciones terapéuticas en la bolsa periodontal, ademéas de que se
puede presentar el desarrollo de resistencia antibidtica de los patégenos (Braun y cols.,
2008). Este inconveniente se suma a la resistencia reforzada que presentan las especies
microbianas por encontrarse dentro de la estructura del biofilm de la placa dental (Feres y
cols., 2001). Estos problemas han llevado a la investigacion de mecanismos alternativos de
terapia antimicrobiana periodontal, entre los cuales se encuentra la Terapia Fotodinamica

(TFD).
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1.6. Terapia Fotodindmica: mecanismo de accion.

La terapia fotodinamica (TFD) fue introducida en la terapia médica en 1904 como la
inactivacion inducida por luz a células, microorganismos o moléculas.

La TFD es una técnica terapéutica que involucra la aplicacién topica o sistémica de una
sustancia fotosensibilizadora que se une a las células diana y que es activada por luz visible
a una longitud de onda apropiada (incluida dentro del espectro de absorcion de la sustancia
fotosensibilizadora) en presencia de oxigeno (\VVon Tappeiner y Jodlbauer, 1904) (Figura 1).
La exposicion del fotosensibilizador a la luz origina su activacion, pasando a un estado
triplete energizado. El tiempo de vida de este estado permite la interaccion del
fotosensibilizador activado con las moléculas circundantes y es en este estado en el que

ocurre la generacion de las especies citotoxicas.

-—

B

Figura 1.- Tratamiento con Periowave (Ondine Biopharma). A) Irrigacion de la bolsa periodontal con azul de metileno,
B) Posterior activacion del fotosensibilizador con laser de diodo a 670 nm.

El producto citotéxico, usualmente oxigeno singlete (*O,) tiene un tiempo de vida
corto en los sistemas bioldgicos (< 0,04 us) y de ese modo, tiene un corto radio de accion
(0,02 um). Debido a esta migracion limitada del oxigeno singlete desde su sitio de

formacion, los sitios de dafo celular inicial de la TFD estan estrechamente relacionados
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con la localizacion del fotosensibilizador, haciéndola ideal para su aplicacion local, sin
dafio a moléculas, células u 6rganos distantes (Moan y Berg, 1991; Peng y cols., 1996).

Las especies citotoxicas generadas, entre ellas principalmente (*O,), causan dafio a
los lipidos de membrana, destruccién de proteinas y canales de iones, eliminacion de
importantes enzimas metabdlicas, aglutinacion de células e inhibicion de factores de
virulencia exdgenos como el lipopolisacérido, la colagenasa y la proteasa asi como dafio al
ADN de los microorganismos, llevando a su muerte y reduciendo de este modo la
poblacion bacteriana en la bolsa periodontal (Walsh 2003, El-Yazami y cols., 2010).

Aunque la TFD es méas conocida por su aplicacion en el tratamiento de neoplasmas
(Dougherty y Marcus, 1992), hay un interés creciente como TFD antimicrobiana, debido a
su accioén bactericida descrita en numerosos trabajos realizados in vitro (Martinetto y cols.,
1986; Wilson y cols., 1992). Ademas, porque se ha observado que el potencial de algunos
factores de virulencia (lipopolisacaridos y proteasas) también es reducido por la accion de

la fotosensibilizacion (Kamerik y cols., 2000).

1.7. Fuentes de luz utilizadas

Para la inactivacion de las bacterias se han usado fuentes de luz coherentes (laseres) y
no coherentes (lamparas y diodos emisores de luz -LEDs-) (Peng y cols., 1996).

El laser es visto como una fuente ideal para la inactivacion fotodinamica de bacterias,
debido a sus propiedades de monocromaticidad y coherencia temporal y espacial (Takasaki
y cols., 2009; Peng y cols., 1996). La monocromaticidad es la propiedad que permite la

irradiacion con la longitud de onda exacta a la cual la sustancia fotosensibilizante tiene su
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absorcion maxima. La coherencia ofrece la posibilidad de enviar la luz a través de fibras
Opticas a las areas contaminadas escogidas.

El laser continuo de baja potencia, es una fuente de luz utilizada en TFD, que en si
mismo no es letal para las bacterias, pero logra la generacion fotoquimica de especies
reactivas del oxigeno citotoxicas via fotoactivacion del fotosensibilizador.

Estudios anteriores han indicado que la terapia de laser de bajo nivel (basada en el
propio efecto fototerapéutico de la radiacién laser de baja energia) puede influir
positivamente en varios procesos asociados con la reparacion de tejidos tales como
disminucion de la inflamacion, fuerza tensil de la herida, reduccion del tamafio de la herida,
del tiempo de cicatrizacion y estimulacion de la sintesis de colageno (Woodruff y cols.,

2004).

1.8. Ventajas de la TFD en el tratamiento periodontal.

La terapia fotodinamica puede ser utilizada en el campo de la Odontologia en el control
de patégenos periodontales, desinfeccion de conductos radiculares, tratamiento de algunas
infecciones orales, como la estomatitis inducida por uso de protesis y en el tratamiento de
neoplasias orales.

En cuanto al tratamiento de la infeccidn periodontal, parece improbable el desarrollo de
resistencia por parte de los periodontopatogenos ante la TFD, debido a que el oxigeno
singlete y todos los otros radicales libres que se originan en esta terapia interactGan con las
diversas estructuras celulares microbianas por diferentes mecanismos (Konopka y
Goslinski, 2007). Adicionalmente, esta terapia tiene otras ventajas en el tratamiento de

infecciones, como el amplio espectro de accion, la habilidad para promover la actividad
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citotoxica contra un amplia variedad de microorganismos y un bajo potencial mutagénico
en las células expuestas (Jori y cols., 2006).

Otra ventaja de la TFD en el tratamiento de la periodontitis es que debido a que la
sustancia fotosensibilizadora pasa a través del epitelio y tejido conectivo (Kémerik y cols.
2003), la terapia tiene efecto sobre importantes periodontopatégenos que tienen la
capacidad de invasiobn a los tejidos periodontales como el Agreggatibacter
Actinomycetemcomitans (Ramos de Oliveira y cols., 2009).

Ademas de estas ventajas, la TFD puede ejercer un efecto positivo en los procesos de
inflamacién, cicatrizacion de tejidos blandos y éseos Yy efectos colaterales como el dolor
post-operatorio e hipersensibilidad dental post-tratamiento (Bjordal y cols., 2006; Yilmaz y
cols., 2002). Asi mismo, se han obtenido resultados positivos en la eliminacion bacteriana
de superficies de implantes humanos, al eliminar o disminuir la poblacion de patégenos
periodontales como P. gingivalis, P. intermedia y A. actinomycetemcomitans, como se ha

podido demostrar en anteriores estudios (Haas y cols., 1997; Dortbudak y cols., 2001).

1.9. Estudios previos aplicando TFD al tratamiento de la periodontitis cronica

Cuando la TFD se realiza como Unico tratamiento, son esperables depdsitos
mineralizados remanentes en la superficie radicular. Este célculo subgingival residual
puede servir como base de fijacion de bacterias y contribuir al desarrollo de la bolsa
periodontal y a la progresion de la enfermedad periodontal (Bernimoulin, 2003). Es por
ello, que de forma general, en los estudios descritos en la literatura, los pacientes recibieron

TFD en los dientes periodontalmente afectados, como complemento del RAR.
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Teniendo en cuenta los datos disponibles en otros estudios clinicos publicados,
parece ser que en pacientes con PC, el uso de la TFD como complemento del RAR, puede
resultar en mayores reducciones del sangrado al sondaje en comparacion con RAR, en un
plazo corto (hasta 3 0 6 meses); ademas puede resultar en una reduccién de PS y aumento
de los niveles de insercion clinica comparables con los obtenidos tras la realizacion de RAR
unicamente (Christodoulides y cols., 2008; Chondros y cols., 2009; Polansky y cols., 2009;
Ge y cols., 2011). Del mismo modo, tanto los procedimientos de tratamiento (RAR 6 RAR
+ TFD) revelan cambios microbioldgicos similares en los patégenos periodontales mas
comunes (Yilmaz y cols., 2002; Chistodoulides y cols., 2008; Polansky y cols., 2009). La
mayor mejoria en cuanto a la reduccién del sangrado puede atribuirse en parte, al efecto
adicional de foto-biomodulacién mediada por la radiacion laser de baja potencia, aplicada
durante la terapia fotodindmica (Qadri y cols., 2005).

Un estudio reciente de 10 pacientes con la terapia periodontal de apoyo, con 70
bolsas residuales (PS > 5 mm) y un disefio de grupos paralelos, ha confirmado los efectos
positivos de episodios de TFD repetidos complementando al tratamiento de RAR en las
bolsas periodontales tratadas, como una mayor reduccion de PS, aumento de los niveles de
insercion clinica y disminucion del sangrado al sondaje a los 6 meses post-tratamiento
(Lulic y cols., 2009). Estos resultados positivos podrian estar relacionados con el protocolo
del estudio: RAR de las bolsas residuales y a continuacion aplicacion inmediata de TFD,
repitiendo esta secuencia de tratamiento cinco veces en dos semanas.

Algunos estudios sugieren que el sangrado al sondaje puede ser considerado como
un indicador objetivo de la inflamacion gingival (Chaves y cols., 1993). De esta manera, los
resultados publicados después de RAR complementado con TFD muestran una tendencia a

reducir el sangrado al sondaje o el PSBT (Porcentaje de sangrado en bocal total), hecho que
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podria estar relacionado con una tendencia a reducir la inflamacion. Cabe sefialar que
apenas hay estudios en la literatura sobre TFD vy las citocinas proinflamatorias, salvo el
estudio de Oliveira, donde la investigacion de los niveles de citocinas en el FCG de
pacientes con periodontitis agresiva después de TFD o RAR mostr6 que ambas
modalidades de tratamiento reducian significativamente los niveles de FNT-a y del ligando
del receptor activador del factor nuclear kB (RANKL) tras el tratamiento (de Oliveira y
cols., 2009). Recientemente, exdmenes histoldgicos de los tejidos periodontales de ratas
tratadas previamente (1 mes antes) con TFD mediada la fotosensibilizacion con azul de
toluidina, mostraron una mayor reduccion de las reacciones inflamatorias (reduccion de la
infiltracion de células inflamatorias, principalmente linfocitos) que en los tejidos
periodontales tratados convencionalmente (Qin y cols., 2008).

Al interpretar los datos disponibles en la literatura, es evidente que estudios clinicos
aleatorios controlados, evaluando los beneficios clinicos, microbiol6gicos y potencial
inmunoldgico de la TFD en el tratamiento de la periodontitis, son todavia limitados. Las
principales dificultades que estos estudios entrafian pueden estar relacionadas con un
namero bastante limitado de pacientes, la corta duracion de los estudios (es decir, 3 6 6
meses) y el hecho de que todavia no ha sido establecido el protocolo mas efectivo de TFD.
Desde su introduccion en el campo periodontal, la TFD aplicada complementariamente
parece mejorar algunos aspectos de la enfermedad periodontal, pero se necesitan estudios
clinicos in vivo mas sistematicos y a mas largo plazo que investiguen los efectos clinicos,
inmunologicos y bactericidas después de su aplicacion en una Unica dosis 0 en dosis

repetidas de TFD para aclarar los posibles beneficios.
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1.10. Futura perspectiva de la TFD

En muy pocos afios la TFD ha progresado enormemente en el campo biomédico. En
este momento son numerosos los grupos de investigacion que se encuentran trabajando en
este campo investigando su aplicacion. Por una parte, se estan desarrollando nuevos
fotosensibilizadores que se eliminen méas rapidamente de los tejidos sanos, que actlen a
dosis mas bajas y que absorban a mayor longitud de onda, permitiendo una mayor
penetracion de la luz, por ello requiriéendose menores dosis de fotosensibilizador, a la vez
que se estan desarrollando nuevas fuentes de irradiacion. Todo este esfuerzo investigador
que se esta llevando a cabo en estos momentos permite predecir que la TFD tiene ante si un
futuro muy prometedor y dado los pocos efectos secundarios que presenta, puede
convertirse dentro del campo del tratamiento de la enfermedad periodontal en un

tratamiento complementario ambulante y ordinario en la préctica odontolégica.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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2.1. HipOtesis

Algunos estudios llevados a cabo anteriormente han demostrado que la aplicacion
de Terapia Fotodindmica conlleva una mejoria clinica en las condiciones periodontales de
los pacientes tratados previamente con RAR. Sin embargo, permanece aun sin establecer
cudl es el calendario de tratamiento con este tipo de terapia que ofrece las mayores ventajas
en cuanto a resultados clinicos.

En este trabajo proponemos que el RAR complementado con aplicaciones Unicas o
repetidas de TFD en pacientes con periodontitis cronica produce diferentes resultados
clinicos. Se supone que la mejoria clinica deberia acompafarse de mejoria de los hallazgos
inmunoldgicos y de la respuesta antioxidante total a nivel del FCG, cuando se realiza la

TFD de manera complementaria en una Unica sesion o en sesiones repetidas.

2.2. Objetivos

Los recientes progresos tecnoldgicos conducen a un continuo desarrollo de nuevas
técnicas para tratar la enfermedad periodontal. La necesidad de encontrar tratamientos
optimizados es el objetivo a medio plazo de cientificos y periodoncistas. En este sentido, la
introduccién de TFD en el manejo de la enfermedad periodontal parece presentar sutiles
ventajas en cuanto a la disminucién del sangrado y eliminacion bacteriana, lo que podria
conllevar una mejoria del proceso inflamatorio y a una modulacion de la capacidad
antioxidante a medio plazo. A pesar de estas observaciones, la aplicacion clinica de la TFD
en Periodoncia sigue siendo limitada (tanto empleada como monoterapia o bien como

terapia complementaria aplicada en una Unica dosis 0 en dosis repetidas) y son también
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escasos los estudios publicados que evallen sus efectos sobre los aspectos clinicos,
inmunoldgicos y antioxidantes. Ademas, se hace necesaria la busqueda del establecimiento
consensuado de un patron de aplicacién de este tipo de terapia emergente (dosis de
fotosensibilizador, potencia de la radiacion laser aplicada, tiempo de exposicion a la
radiacion y frecuencia de la aplicacion, entre otros) para poder comparar los resultados
publicados.

Con base en estas consideraciones, el objetivo principal del presente estudio es la
evaluacion “in vivo” a nivel clinico, inmunoldgico y antioxidante de la TFD aplicada en
una Unica sesion o en sesiones repetidas en combinacion con el tratamiento convencional
no quirurgico (RAR), frente a los resultados obtenidos tras la aplicacion de RAR como
monoterapia en casos de periodontitis cronica.

Como objetivos especificos se han planteado:

e Analizar las diferencias clinicas encontradas a lo largo del tiempo de estudio entre
los tres tipos de tratamiento mediante la cuantificacion de los parametros clinicos
seleccionados con tal fin: profundidad de sondaje (PS), porcentaje de sangrado en
boca total (PSBT) y porcentaje de placa en boca total (PPBT).

e Analizar la evolucién de los cambios inmunoldgicos y diferencias entre los tres
tipos de tratamiento mediante la cuantificacion de los niveles de IL-1B3, FNT-a y del
estado antioxidante total en el FCG.

e Estudiar la dependencia de estos efectos con la frecuencia de aplicacion de la TFD:

dosis Unica o repetida en varias sesiones.
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3. MATERIAL Y METODOS
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3.1. Disefio del estudio y poblacion estudiada

El presente trabajo consistio en un estudio clinico longitudinal donde la respuesta al
tratamiento periodontal convencional fue comparada con la obtenida al complementar
dicho tratamiento con terapia fotodinamica aplicada en una unica dosis o en dosis repetidas,
en pacientes con PC del adulto.

Esta investigacion fue llevada a cabo en el Departamento de Estomatologia Il de la
Facultad de Odontologia de la Universidad Complutense de Madrid. La poblacién del
estudio fue seleccionada dentro del grupo de usuarios del servicio clinico de esta facultad.
Ademas, en estas instalaciones se realizaron todos los procedimientos clinicos y de
laboratorio descritos en la metodologia del trabajo. Los resultados obtenidos fueron
procesados en el Departamento de Baja Dimensionalidad, Superficies y Materia
Condensada del Instituto de Quimica y Fisica Rocasolano, perteneciente al Consejo
Superior de Investigaciones Cientificas en Madrid.

Después de realizar la valoracién clinica de 45 pacientes, 16 fueron excluidos por no
cumplir los criterios de inclusién. Fueron seleccionados 29 sujetos como muestra de esta
investigacion, pero a lo largo del desarrollo del protocolo, 2 de los sujetos fueron retirados
del estudio, debido a que no acudieron a las sesiones de control programadas o a que
incumplieron las indicaciones sugeridas por los investigadores como parte del protocolo de
trabajo. Este trabajo se realizé entre Noviembre de 2010 y Julio de 2012.

De esta forma, la muestra poblacional consistié en 27 sujetos (18 mujeres y 9 hombres)
de 25 a 62 afos de edad, con una edad media de 47,5+9,3 afios, con PC moderada. Los

sujetos participantes fueron distribuidos en tres grupos para seguir tres tipos de tratamiento
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diferentes: “RAR”, RAR complementado con TFD tnica “RAR+TFD” y RAR
complementado con TFD repetida “RAR+TFDr”. La asignacion se realizé aleatoriamente
mediante un método de asignacion al azar de sobres numerados. La secuencia de
tratamiento correspondiente a cada grupo no fue desvelada hasta la realizacion de las
primeras aplicaciones laser.

Para asegurar el caréacter ciego del estudio, los pacientes fueron evaluados por un
examinador y tratados por otro profesional. Las muestras analizadas fueron también
cegadas en el laboratorio donde se procesaron.

3.1.1. Criterios de inclusién

Los criterios de inclusion considerados para la seleccion de la muestra fueron:
presencia de tres 0 mas dientes unirradiculares por cuadrante en cada uno de los cuales
hubiera al menos una localizacién con profundidad de sondaje entre 3 y 6 mm. Ademas,
que no tuvieran restauraciones de clase Il o 1V, ni coronas, asi como que no fueran apoyo
de aparatos protésicos. Presencia de al menos seis dientes con una profundidad de sondaje
superior a 4 mm.

3.1.2. Criterios de exclusion

Los criterios de exclusion establecidos fueron: pacientes fumadores, pacientes
sometidos a tratamiento con antibidticos, antiinflamatorios, corticoides u otro tipo de
medicamento que afectara el estado periodontal, asi como colutorios antisépticos durante
los tres meses anteriores al momento de iniciar el estudio; pacientes en periodo de
embarazo o lactancia; pacientes con enfermedades sistémicas que afectaran la salud

periodontal y/o el desarrollo del protocolo de estudio y pacientes que hubieran recibido
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tratamiento periodontal en los tres meses anteriores al inicio de su participacion en el

estudio.

3.2. Aspectos éticos

Todos los participantes fueron informados acerca de las caracteristicas del
procedimiento, riesgos y beneficios del tratamiento al cual se iban a someter y en ese
momento decidieron voluntariamente enrolarse en el estudio firmando el correspondiente
Consentimiento Informado. Este estudio cuenta con la aprobacion de la Unidad de
Coordinacion de Ensayos Clinicos del Hospital San Carlos de Madrid, con fecha de 25 de

junio de 2009 (Cddigo interno: E-09/253).

3.3. Mediciones clinicas: porcentaje de placa en boca total, porcentaje de sangrado

en boca total y profundidad de sondaje.

Las mediciones clinicas, llevadas a cabo por un odontélogo experto calibrado, se
realizaron en cada participante antes de iniciar el tratamiento y a las 4 y a las 8 semanas
después de la realizacion del tratamiento periodontal basico “RAR”.

La calibracion del examinador se logr6 al obtener una reproducibilidad de las
observaciones clinicas mayor del 90%, en cinco pacientes externos al estudio a los que se

les realiz6 dos periodontogramas en un intervalo de 48 horas.
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Los parametros clinicos se estudiaron en seis localizaciones para cada diente, a
excepcion de los terceros molares: mesiovestibular, vestibular, distovestibular,
mesiolingual, lingual y distolingual.

Las mediciones para obtener el porcentaje de placa en boca total (PPBT) se hicieron
utilizando una sonda exploratoria de caries N° 23 para detectar la presencia o ausencia de
esta, la cual se registr6 en forma dicotdmica en las seis superficies de cada diente
(modificada de Silness y Lo6e, 1964). Posteriormente se llevd a cabo una limpieza
supragingival superficial para facilitar el posterior sondaje.

Las mediciones de profundidad de sondaje (PS) se realizaron utilizando una sonda
periodontal manual estandarizada (CP15 UNC; Hu-Friedy Instrument Co, Chicago IL,
USA). La presencia de sangrado en las localizaciones se observd simultdneamente con la
profundidad de sondaje, a los 30 segundos después de retirar la sonda periodontal mediante
prueba dicotomica (sangrado, no sangrado) en las seis localizaciones dentarias donde se
hizo la exploracién. Estas fueron utilizadas para calcular el porcentaje de sangrado en boca

total (PSBT).

3.4. Recoleccion de la muestra de FCG

Se tomaron muestras de FCG de cuatro dientes unirradiculares, escogiendo la
localizacion con mayor PS en cada cuadrante de cada participante, sin que dicha PS
excediese los 6 mm.

Se realizé el aislamiento de la localizacién escogida para la toma de muestra

utilizando rollos de algodon y eyector. En cada localizacion seleccionada, se retir6 la placa
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supragingival limpiando suavemente con un rollo de algodén y evitando el contacto con el
margen gingival para prevenir el sangrado. Adicionalmente se realiz6 un secado suave con
chorro de aire. Posteriormente se introdujo en la bolsa periodontal una punta de papel
prefabricada (Periopaper, Oraflow INC, Plainview, NY, USA) en direccion paralela al eje
del diente hasta que el examinador percibi6 una resistencia leve. La punta de papel siempre
permanecio insertada durante 30 s., para normalizar la cantidad de FCG absorbida. Las
puntas contaminadas con sangre o saliva fueron descartadas y se repitié la toma de muestra
en la localizacion que hubiese sangrado tras comprobar la ausencia de sangrado.

El volumen de FCG absorbido por la punta de papel fue determinado utilizando un
equipo Periotron 8000 (Pro-Flow Inc., Amityville, New Cork, USA). Las medidas
obtenidas fueron convertidas en volumen actual (uL) utilizando para la conversiéon una
curva de calibrado realizada previamente con suero de pacientes humanos sanos y ajustada
a una regresion polindbmica de cuarto orden (Chapple y cols. 1999).

Las muestras de FCG satisfactorias se almacenaron en viales estériles con filtro, a
una temperatura de -80° C, hasta su posterior andlisis en laboratorio.

Las muestras de FCG fueron tomadas antes de iniciar el tratamiento (dia O del
estudio), para analizar IL-13, FNT-a y EAT, asi como a las 4 y 8 semanas después del

tratamiento, en las mismas localizaciones y siguiendo el mismo protocolo.

3.5. Procesado de las muestras

Las muestras de FCG fueron procesadas en el Laboratorio de Investigacion de la

Facultad de Odontologia de la Universidad Complutense de Madrid.
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3.5.1. Determinacion de IL1-py FNT-a

Muestras diluidas de FCG se analizaron para determinar la concentracion de estos dos
mediadores inflamatorios mediante la prueba de ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzimas).

Los niveles de IL1-f y FNT-a fueron determinados por duplicado mediante los kits
comerciales BLK224 y BLK223, de Biolink (Biolink 2000 S.L., Barcelona, Espafia),
respectivamente. Todos los procesos de laboratorio fueron realizados de acuerdo a las
instrucciones del fabricante. Las cantidades de citocina por muestra se calcularon a partir de
curvas estandar creadas para cada kit. Se calcul6 la concentracién de cada citocina en cada
localizacion analizada, dividiendo la cantidad de citocina determinada por ELISA para esa
localizacion entre el volumen de FCG extraido de dicha localizacion, (calculado
previamente a partir de la curva de calibrado del Periotron 8000). Las concentraciones se
expresaron en pg/uL.

3.5.2. Estado antioxidante total del FCG

La determinacion del estado antioxidante total del FCG se midid mediante el test
fotométrico (ImMAnOx (TAS) Kit, Immundiagnostik AG, Stubenwald-Alle 8a, D64625
Bensheim). Esta determinacién se basa en la reaccidn de los antioxidantes de la muestra
con una cantidad definida de perdéxido de hidrogeno proporcionado exdégenamente (H,0,).
Los antioxidantes de la muestra eliminan una cantidad del H,O, suministrado. ElI H,O,
residual se determina fotométricamente mediante una reaccion enzimatica que implica la
conversion de 3,3°,5-5’- tetrametilbencidina (TMB) en un producto coloreado. Las

muestras se miden a 450 nm y son expresadas en umol/L.
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3.6. Procedimientos clinicos

3.6.1. Tratamiento periodontal bésico.

Todos los sujetos participantes en el estudio recibieron tratamiento periodontal basico
incluyendo raspado y alisado radicular e instrucciones de higiene oral. La finalizacion de
dicho tratamiento fue considerado como el dia 1 en el disefio de este trabajo de
investigacion.

El tratamiento supragingival fue realizado utilizando un equipo de ultrasonido
SONYflex 2003 de Kavo y su punta universal, aplicado con una inclinacion de 20°-30°. El
tratamiento sub-gingival se llevd a cabo utilizando curetas de Gracey (Hu-Friedy Co.,
Chicago, IL, USA). La aparicion de una superficie radicular lisa, suave y libre de calculo,
determinada por la sensacién téactil con una sonda periodontal (CP15 UNC, Hu-Friedy
instrument Co, Chicago, IL, USA), marco en cada sesion la finalizacion del proceso. A
continuacidn y para finalizar se procedio a un pulido de las superficies tratadas con una taza
de goma y pasta profilactica Zircate® (Dentsply). Todo el procedimiento de RAR se realiz6
en dos sesiones consecutivas dentro de un intervalo de 24h. En la primera sesion se realizo
la limpieza del 1* y 4° cuadrante y en la segunda sesion del 2° y 3° cuadrante. Se utilizé el
tiempo necesario hasta que el operador consider6é que estaba correctamente instrumentado.
Durante dicho procedimiento los pacientes recibieron anestesia local: lidocaina 2%
(Octocaine 1:100.000, Laboratorios Clarben S.A., Madrid).

3.6.2. Programa de higiene oral

Una vez realizado el tratamiento supragingival, los participantes recibieron instruccion

y motivacion sobre la técnica de cepillado de Bass y el uso de hilo dental y/o cepillos
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interproximales. Ademas, los participantes recibieron instrucciones acerca de como detectar
la presencia o ausencia de placa en las superficies dentales y poder con esto mejorar y
controlar su propia higiene oral en casa. Asimismo, recibieron refuerzo sobre las
recomendaciones y motivacion para la higiene oral en cada sesion de aplicacion de TFD y
fueron advertidos de permanecer sin utilizar colutorios durante el tiempo del estudio, para
evitar interferencias con los resultados obtenidos.
3.6.3. Terapia Fotodindmica

El fotosensibilizador utilizado consistié en 3,7-bis (dimetil-amino) cloruro de
fenazationio (azul de metileno) 0,005% (p/v), suspendido en una solucion de tampén
fosfato salino con hidroximetilcelulosa como agente de viscosidad mucoadhesivo
(Tratamiento PeriowaveTM Kit, Ondine Biopharma Corporation, Vancouver, BC, Canada).
La solucion fotosensibilizante se aplicd directamente en toda la boca con un Dentsply
(York, PA, USA) de calibre 23, acabado en una aguja de irrigacion para permitir la
irrigacion completa de la bolsa periodontal (desde el fondo de la bolsa hacia la parte
coronal). La solucién fotosensibilizante permanecié 3 minutos en contacto con el tejido
periodontal. Al cabo de este tiempo, se procedié a irrigar suavemente la superficie del
tejido gingival con agua destilada para retirar los excesos de dicha solucion. La
fotoactivacion se llevd a cabo con un laser de diodo (PeriowaveTM, Ondine BioPharma),
emitiendo a una longitud de onda de A= 670 nm, con una potencia de 200 mW, aplicada en
toda la cavidad oral. La radiacion se aplica a través de una fibra optica flexible conectada a
una pieza de mano autoclavable de acero inoxidable. La pieza de mano da cabida a una
punta difusora de luz configurada de manera similar a una sonda periodontal para permitir

el acceso a la bolsa periodontal. Como ya se ha comentado, todos los tratamientos se
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realizaron con una potencia continua de 200 mW (comprobada antes de cada tratamiento
mediante el empleo de un detector de potencia laser XLP de Gentec en combinacion con
una consola Gentec-SOLO 2) y tiempo de irradiacion de 60 segundos por diente (30
segundos por la cara vestibular y lingual respectivamente, es decir, 10 segundos por
localizacion), que viene determinado como un ciclo de iluminacién por el propio sistema
laser. La punta difusora de luz se desplaz6 suavemente alrededor de la bolsa periodontal de
cada diente durante cada ciclo de la iluminacion. A modo de resumen, la secuencia de
tratamiento se muestra en la Figura 2. La aplicacién de todo el tratamiento se realiz6 a boca
completa, y aunque la duracion de cada sesion no fue controlada ni limitada en el tiempo,
cada una de ellas tuvo una duracion aproximada de 1 hora. Paciente, operador y los

asistentes utilizaron gafas de proteccion durante la aplicacion laser.

(ddddd

100000

(ddddd
10 0 N N

Figura 2. A) Kit para la aplicacién del fotosensibilizador (azul de metileno), B) Irrigacion de la bolsa periodontal con una
disolucién de azul de metileno, C) Equipo laser de Periowave (A=670nm, 200 mW, 60s/diente), D y E) Fotoactivacion

laser.

A los nueve pacientes del grupo de Terapia fotodinamica unica se les aplico dicho
tratamiento 24 horas después de haber realizado el RAR, en una Unica exposicion.
Por otro lado, los nueve pacientes del grupo de Terapia fotodindmica repetida,

fueron sometidos al tratamiento completo de fotosensibilizador mas radiacion laser los dias
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2, 4,5, 8y 10 del desarrollo del estudio, es decir, cinco sesiones distribuidas durante las

dos primeras semanas del estudio.

3.7. Andlisis estadistico

Se procedio al analisis estadistico descriptivo de los resultados obtenidos (media y
desviacion tipica). Se analizaron las diferencias en la evolucion de los parametros clinicos e
inflamatorios (antes del tratamiento, a las 4 y 8 semanas) entre los tres tipos de tratamientos
aplicados: RAR, RAR+TFDs, RAR+TFDr.

Se realiz6 inicialmente la prueba para determinar la normalidad de la muestra
utilizando el test de Shapiro-Wilk, el cual mostr6 que la muestra no cumplié con los
pardmetros de normalidad.

Para establecer comparaciones intragrupos (entre post-terapia y estado basal), el test
utilizado para el analisis estadistico fue el test no paramétrico de Friedman, considerandose
los valores de p<0.05 como estadisticamente significativos. Para establecer comparaciones
entre los tres grupos se utilizo el test de Kruskal-Wallis, aceptandose los valores de p<0.05

como estadisticamente significativos.
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4. RESULTADOS

36



4.1. Indices clinicos

Se observo una remisién de la enfermedad periodontal cronica en los tres grupos de
tratamiento. No se observaron complicaciones durante el periodo de estudio como abscesos
o infecciones, por lo que los tres tipos de tratamiento fueron bien tolerados, al mismo
tiempo que no se observaron efectos adversos asociados a la radiacion laser como
sensacion de ardor o dolor.

4.1.1. Porcentaje de placa en boca total (PPBT)

Se encontré una marcada reduccion del porcentaje de placa en boca total (PPBT)
entre el estado inicial (0 semanas) y la primera reevaluacion (4 semanas) en los tres grupos
evaluados (RAR, RAR+TFD y RAR+TFDr) (Figura 3). A las 8 semanas, se mantuvo el
descenso en el PPBT en todos los grupos evaluados. Todos los tratamientos mostraron
diferencias estadisticamente significativas entre el estado inicial y la primera y segunda
reevaluacion (4 y 8 semanas tras el tratamiento, respectivamente); sin embargo, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas intergrupos.

4.1.2. Porcentaje de sangrado en boca total (PSBT)

Para valorar la reduccién en el sangrado gingival con los tratamientos aplicados, se
calculd el porcentaje de sangrado en boca total (PSBT). En este caso también podemos
observar como para los tres grupos evaluados su reduccidon fue mas marcada a las 4
semanas del tratamiento (Figura 4), manteniéndose en descenso, aunque menos acusado,
hasta las 8 semanas. A diferencia del PPBT, solo el tratamiento con terapia fotodindmica
aplicada en varias dosis, mostro una diferencia estadisticamente significativa en cuanto a la
reduccion del sangrado entre el estado inicial y las 4 semanas post-tratamiento. De nuevo, y

como también sucedio para el PPBT, todos los tratamientos mostraron diferencias
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estadisticamente significativas en la segunda reevaluacion (8 semanas del tratamiento)
respecto al estado inicial; sin embargo, no se encontraron diferencias estadisticamente

significativas intergrupos.

PPBT

H RAR B RAR+TFD i RAR+TFDr

73,33 71,95 g6 48

*

* *
28,52 24,93 4.9 oo

18,45 14,79 15,5

Antes del 4 semanas 8 semanas
tratamiento

Figura 3- Evolucidn del PPBT durante el tratamiento en los grupos RAR, RAR+TFD y RAR+TFDr.
Valores expresados en porcentaje.
*: DES respecto al estado inicial a las 4 semanas.
**: DES respecto al estado inicial a las 8 semanas.

PSBT

H RAR B RAR+TFD LiRAR+TFDr

* %k % x
18,5 16,77
14,74 771198 1 3

Antes del 4 semanas 8 semanas
tratamiento

Figura 4- Evolucién del PSBT durante el tratamiento en los grupos RAR, RAR+TFD y RAR+TFDr.
*: DES respecto al estado inicial a las 4 semanas.

**: DES respecto al estado inicial a las 8 semanas.
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4.1.3. Profundidad de sondaje (PS)

Observando la profundidad de sondaje media (PS) de los tres grupos, encontramos
que los tres tratamientos resultan efectivos en la reduccion de la bolsa. De nuevo, en los tres
grupos de tratamiento estudiados RAR, RAR+TFD y RAR+TFDr, se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los valores obtenidos en las dos
reevaluaciones y el estado inicial (Figura 5); no obstante, tampoco aqui encontramos

diferencias estadisticamente significativas intergrupos.

PS

H RAR M RAR+TFD k4 RAR+TFDr

3,46

Antes del 4 semanas 8 semanas
tratamiento

Figura 5- Evolucidn de la PS durante el tratamiento en los grupos evaluados RAR, RAR+TFD y
RAR+TFDr.
*: DES respecto al estado inicial a las 4 semanas.
**: DES respecto al estado inicial a las 8 semanas.

Para completar el estudio clinico, se analizo la evolucion de la PS en funcion de la
profundidad inicial de la bolsa periodontal (Figura 6). Se observd un descenso significativo
de la PS en los tres grupos de tratamiento a partir de la 4% semana del tratamiento, para

bolsas con una profundidad inicial de partida mayor de 3 mm.
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Evolucion de la PS en funcion de la
profundidad de la bolsa

O B N W & U1 O N

H Antes del tratamiento B4 semanas L1 8 semanas

Figura 6- Evolucion durante el tratamiento de la PS, en funcion de la profundidad inicial de bolsa, en los
grupos evaluados: RAR, RAR+TFD y RAR+TFDr.

*. DES respecto al estado inicial a las 4 semanas.

*: DES respecto al estado inicial a las 8 semanas.

Sin embargo, en este analisis tampoco se observaron diferencias estadisticamente

significativas intergrupos.

Al mismo tiempo, se analiz6 la evolucion del sangrado en funcién de la profundidad
inicial de la bolsa periodontal (Figura 7), observandose un descenso significativo en los tres
grupos de tratamiento y para todas las profundidades evaluadas, a partir de las 4 semanas
del tratamiento respecto al estado inicial. Si se encontraron diferencias estadisticamente
significativas intergrupos en bolsas con profundidad inicial mayor de 7mm, entre el grupo

complementado con Terapia Fotodindmica aplicada en dosis repetidas frente a los grupos
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RAR y RAR+TFD, a las 4 semanas post-tratamiento y entre los dos grupos
complementados con Terapia Fotodinamica frente al grupo de RAR (aplicado en

exclusividad), a las 8 semanas post-tratamiento.

Evolucion del porcentaje de sangrado en
funcion de la profundidad de la bolsa

100

M Antes del tratamiento E4 semanas Li 8 semanas

Figura 7- Evolucidn del porcentaje de sangrado durante el tratamiento, en funcion de la profundidad inicial
en los grupos evaluados: RAR, RAR+TFD y RAR+TFDr.

*: DES respecto al estado inicial a las 4 semanas.

«: DES respecto al estado inicial a las 8 semanas.

+: DES intergrupos

Podemos resumir diciendo que el analisis de los parametros clinicos evaluados nos
muestra una mejoria de la enfermedad en los tres grupos de tratamiento, mucho mas
relevante en las 4 semanas siguientes al mismo y ademas, que la terapia fotodindmica
aplicada complementariamente en una unica dosis o en dosis repetidas conlleva un ligero

beneficio adicional respecto al tratamiento convencional de raspado y alisado radicular, ya
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gue resulta en una mayor reduccién del sangrado en las bolsas mas profundas. Ademas, la
terapia fotodinamica aplicada en dosis repetidas resulta en términos generales en una

disminucion del PSBT maés temprana.

4.2. Mediadores proinflamatorios

4.2.1. Interleucina-1p (IL-1p)

El recuento de los niveles de esta citocina pro-inflamatoria en el FCG aument6
progresivamente en el grupo RAR (control), encontrandose niveles més elevados alas 4 y a
las 8 semanas. En este grupo de tratamiento, el analisis estadistico detectd diferencias
estadisticamente significativas entre los valores obtenidos en las 8 semanas post-
tratamiento respecto al estado inicial (Figura 8). En el grupo RAR+TFD se encontraron
niveles de IL-1P ligeramente aumentados a las 4 semanas respecto del estado inicial, para
volver a ascender a las 8 semanas, detectandose diferencias estadisticamente significativas
entre la Gltima reevaluacién (8 semanas) y el estado inicial (Figura 8). Sin embargo, en el
grupo RAR+TFDr se observo una clara reduccion de los niveles de dicha citocina a las 4
semanas y un ligero repunte a las 8 semanas sin llegar a alcanzar el nivel inicial. Pese a la
reduccion observada a las 4 semanas, el anélisis de los datos no detectd diferencias
estadisticamente significativas entre la primera reevaluacion (4 semanas) y el estado inicial,
dentro de este mismo grupo de tratamiento. Comparando los resultados obtenidos tras los
tres tipos de tratamiento, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en la
evolucion de los niveles de IL-1p3 en el FCG, entre los grupos, pese al efecto ralentizador de

la inflamacion que parece ejercer la TFD aplicada complementariamente en dosis repetidas.
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30
24,95 **
25 22,74
21,3 **
20
15 16,95% 13.92 e RAR
e 10,59 ——RAR+TFD
10
RAR+TFDr
5
0
Antes del 4 semanas 8 semanas
tratamiento

Figura 8- Evolucion de los niveles de IL-1fen el FCG durante el tratamiento en los grupos evaluados:
RAR, TFD+RAR y RAR+TFDr.
*: DES respecto al estado inicial a las 4 semanas
**. DES respecto al estado inicial a las 8 semanas

4.2.2. Factor de necrosis tumoral alfa (FNT-a)

En el grupo RAR (control), los niveles de FNT-o aumentaron tanto a las 4 como a
las 8 semanas, siendo en este Ultimo registro donde se encontraron diferencias
estadisticamente significativas respecto al estado inicial (Figura 9).

En el grupo RAR+TFD, los niveles se elevaron progresivamente, en especial entre
las 4 y las 8 semanas, sin encontrarse diferencias estadisticamente significativas en la 42 y
8% semanas después del tratamiento, respecto al estado inicial (Figura 9). Finalmente, en el
grupo RAR+TFDr sin embargo, si que se observé un ligero descenso de los niveles a las 4
semanas, para volver a incrementarse a las 8 semanas volviendo casi a alcanzar los niveles
iniciales, sin que se encontraran diferencias estadisticamente significativas intragrupo. De
nuevo, como para el mediador proinflamatorio anteriormente comentado, no encontramos

diferencias estadisticamente significativas entre los grupos evaluados, pese a la tendencia

43



ralentizadora de la inflamacién, que parece tener la TFD aplicada complementariamente en

dosis repetidas.

FNT-a
30
M 2675 *x
20 16,93 204 ——RAR
15 13,45
1387 & 413,88 13,68 == RAR+TFD
10 12-25
11,14 1480 RAR+TFDr
5
0
Antes del tratamiento 4 semanas 8 semanas

Figura 9- Evolucion de los niveles de FNT-a en el FCG durante el tratamiento en los grupos evaluados,
RAR, RAR+TFD y RAR+TFDr.
*: DES respecto al estado inicial a las 4 semanas

**: DES respecto al estado inicial las 8 semanas

4.3. Estado antioxidante total en FCG

Por Gltimo, la Figura 10 muestra los resultados obtenidos en la evolucién del
estado antioxidante total del FCG tras los diferentes tratamientos aplicados. Podemos
observar que dicho estado se mantiene mas o menos constante a lo largo del tratamiento
para todos los grupos analizados, sin que existan por tanto diferencias estadisticamente
significativas en la evolucion de dicho estado dentro de cada tipo de tratamiento, ni entre

los tratamientos aplicados.
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Estado antioxidante total del FCG
e====RAR  e===RAR+TFD RAR+TFDr
187,58 187,96 1845
180,08 173,45 178,96
189,28 182,86 190,73
Antes del tratamiento 4 semanas 8 semanas

Figura 10- Evolucion del estado antioxidante total del FCG durante el tratamiento en los grupos
Evaluados: RAR, RAR+TFD y RAR+TFDr.
*: DES respecto al estado inicial a las 4 semanas.
**: DES respecto al estado inicial a las 8 semanas.
1: DES entre RAR , RAR+TFD y RAR+TFDr.
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5. DISCUSION
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La periodontitis es una enfermedad infecciosa, cuyo actual concepto de tratamiento
estd enfocado en la eliminacién de la infeccion (Page y cols., 1997). Varios estudios han
considerado el RAR como requisito basico para el éxito a largo plazo del tratamiento de la
periodontitis (Armitage, 1999; Haffajee y cols., 2004). Ademas, es conocido que los
patdgenos periodontales también pueden invadir el tejido periodontal y a menudo, aun
después del RAR, dar origen por esta via a la presencia de signos de inflamacién. Por este
motivo se requieren tratamientos especiales que combinen modalidades mecanicas y anti-
infecciosas (Sigusch y cols., 2010).

La TFD es una técnica mediante la cual, tras fotoactivacion, una sustancia
fotosensibilizadora es excitada de un estado inicial a un estado triplete. La corta duracion
de este estado triplete permite la interaccion del fotosensibilizador excitado con las
moléculas circundantes, y es durante este estado cuando se generan las especies citotoxicas
producidas durante la TFD (Dougherty y cols., 1998). El producto citotoxico, generalmente
oxigeno singlete (O, no puede migrar mas de 0,02 pum después de su formacion,
haciéndolo ideal para la aplicacion local de la TFD, sin riesgo de dafio a moléculas o
células u 6rganos distantes (Dougherty y cols., 1998).

Para que la TFD sea exitosa, es necesario seleccionar un fotosensibilizador no
toxico, efectivo, y que la longitud de onda empleada para su fotoexcitacion se encuentre
comprendida dentro del espectro de absorcion dptica del fotosensibilizador (Pfitzner y
cols., 2004). Aunque la penetracion en las bacterias Gram negativas es dificil, debido a la
complejidad de la membrana externa que contiene lipoproteinas y lipopolisacaridos, el
fotosensibilizador debe penetrar la membrana celular bacteriana (Pinheiro y cols., 2010).

Los fotosensibilizadores antimicrobianos como porfirinas, talocianinas, y fenotiazinas (azul
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de toluidina, azul de metileno) pueden directamente dirigirse contra bacterias Gram
positivas y Gram negativas (Gois y cols., 2010; Wilson, 2004).

En este estudio se ha empleado como fotosensibilizador azul de metileno, que ha
sido activado con un laser de baja potencia para su aplicacion en TFD. La seguridad de
ambos (azul de metileno y laser de baja energia) ha sido documentada en estudios recientes,
mostrando su inocuidad sobre los tejidos dentales humanos ((Menardi y cols., 2006;
Pereira, 2004; Calderin y cols., 2012).

Uno de los problemas en la evaluacién de la eficacia de la TFD es la falta de
consenso a la hora de determinar el calendario o esquema de tratamiento a seguir que
permita llegar a mejores resultados. Aunque hay alguna orientacién en los experimentos
previos, persisten los resultados contradictorios en términos de los resultados clinicos
obtenidos. Més aun, hay grandes diferencias en la literatura publicada, respecto a métodos
experimentales, poblaciones estudiadas, sustancias fotosensibilizadoras y condiciones de la
irradiacion.

En la mayor parte de estudios descritos en la literatura se ha evaluado los resultados
de la TFD en una Unica aplicacién, posterior al tratamiento de RAR (Braun y cols., 2008;
Polansky y cols., 2009; Chondros y cols., 2009; Ramos de Oliveira y cols., 2009), mientras
son escasos los estudios que han evaluado los resultados de la aplicacion repetida de TFD
(Lulic y cols., 2009; Ge y cols., 2011).

Nuestro estudio evalua los resultados clinicos, antiinflamatorios y antioxidantes del
efecto complementario de la TFD en el tratamiento no quirdrgico en pacientes con
enfermedad periodontal cronica, aplicada en una Unica dosis o en dosis repetidas (5
sesiones durante las dos primeras semanas de tratamiento). Las comparaciones intragrupo

entre el estado basal inicial antes del tratamiento y el estado al 1*" y 2° mes post-terapia,
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mostraron mejorias estadisticamente significativas en todos los parametros clinicos
investigados (PPBT, PSBT y PS) para todas las modalidades de estudio. Sin embargo, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas intergrupos en los parametros
clinicos evaluados, excepto una significativa reduccion del sangrado en las bolsas con
profundidad > 7mm en los tratamientos complementados por TFD. Aunqgue los resultados
también han demostrado que la mayoria de los cambios clinicos se producen durante las
primeras 4 semanas post-tratamiento, destaca el hecho de que la Unica diferencia
significativa que aparece a las 4 semanas post-tratamiento respecto al PSBT tiene lugar en
el grupo RAR+TFDr, adelantandose respecto al cambio del mismo pardmetro en los otros
dos grupos observados. Estos resultados deben ser analizados cuidadosamente teniendo en
cuenta que se trata de un estudio a corto plazo, en el que la curacion clinica todavia no se ha
completado, por el corto tiempo transcurrido después del tratamiento.

Teniendo en cuenta los datos disponibles en otros estudios clinicos publicados,
parece ser que en pacientes con PC, el uso de la TFD complementaria al RAR, puede
resultar a corto plazo (hasta 3 0 6 meses), en mayores reducciones en cuanto al sangrado al
sondaje en comparacion con RAR, y en una reduccion de PS y aumento de los niveles de
insercion clinica, comparables a los obtenidos tras un RAR aplicado Unicamente
(Christodoulides y cols., 2008; Chondros y cols., 2009; Polansky y cols., 2009). La mayor
mejoria en cuanto a la reduccion del sangrado puede atribuirse en parte, al efecto adicional
de foto-biomodulacion mediado por la radiacion laser de baja potencia, aplicada durante la
terapia fotodinamica (Qadri y cols., 2005). Estos mismos procedimientos de tratamiento
RAR 0 RAR complementado con TFD, revelan cambios microbiolégicos similares en los
patogenos periodontales comunes (Christodoulides y cols., 2008; Chondros y cols., 2009;

Polansky y cols., 2009 y Meisel y Kocher, 2005). Recientemente, Theodoro vy
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colaboradores, en un estudio de 6 meses de duracion, concluyen que la TFD como
complemento del RAR produce una reduccion significativa y en mayor extension que el
RAR aplicado en exclusividad, respecto a algunos de los periodontopatégenos clave (Aa,
Pi, y Tf), aunque no llega a producir efectos estadisticamente significativos en términos de
respuesta clinica (evolucién de indice de placa visible, indice gingival, profundidad de
sondaje, recesion gingival y nivel de insercion clinica) (Theodoro y cols., 2012).

Un estudio reciente de 10 pacientes con terapia periodontal de mantenimiento, en 70
bolsas residuales (PS > 5 mm) y un disefio de grupos paralelos, ha confirmado los efectos
positivos del empleo de sesiones de TFD repetidas (5 sesiones de TFD a lo largo de dos
semanas, al igual que en el presente estudio), complementando al RAR en las bolsas
periodontales tratadas, tales como una mayor reduccion de PS, aumento de los niveles de
insercion clinica y disminucion del sangrado al sondaje a los 6 meses post-tratamiento
(Lulic y cols., 2009). Ante estos resultados con un protocolo de actuacién muy similar al
seguido en el presente estudio, cabe plantear cuales serian nuestros resultados a més largo
plazo (6 y 12 meses).

El sangrado al sondaje es considerado como un indicador objetivo de inflamacion
gingival y esta asociado con una posibilidad aumentada de pérdida de insercién posterior
(Chaves y cols., 1993). Respecto a la evaluacion del sangrado al sondaje, es importante que
durante el sondeo periodontal sea aplicada una fuerza estandarizada para evitar resultados
falsos positivos (Lang y cols., 1991). Por este motivo, nuestras evaluaciones fueron
realizadas por un operador bien entrenado y con amplia experiencia, quien aplico una suave
presion con instrumentos estandarizados durante las correspondientes evaluaciones. En el
presente estudio, se ha observado una mejoria significativa respecto a la disminucion del

porcentaje de sangrado en bolsas > 7 mm., tanto cuando el tratamiento convencional se

50



complementa con una Unica o con varias dosis de TFD, ademas de una disminucion del
sangrado mas temprana en el grupo complementado con varias dosis de TFD, lo que podria
sugerir una reduccién del grado de inflamacion periodontal como consecuencia de los
tratamientos aplicados.

Cuando se estudia el estado de destruccion periodontal, los patrones de citocinas son
de un valor importante ya que es sabido que los productos bacterianos estimulan los
monocitos/macréfagos, linfocitos y otros tipos de células  (fibroblastos y células
endoteliales) para secretar citocinas regulatorias inmunes y pro-inflamatorias.

La TFD debido a su potencial para reducir algunos factores de virulencia claves,
tales como lipopolisacaridos y proteasas (Kémerik y cols., 2000) en las fases tempranas de
la cascada inmune, podria producir consecuentemente una disminucion de mediadores
inflamatorios que promueven los procesos de pérdida de tejidos caracteristicos de la
enfermedad periodontal. El esclarecimiento de esta hip6tesis ha sido por tanto uno de los
objetivos del presente estudio.

La penetracion de bacterias y/o sus productos en los tejidos resulta en el
reclutamiento y activacion del eje monocito/linfocito T. Este a su vez lleva a la liberacion
reforzada de FNT-a y otras citocinas asociadas con la destruccion periodontal (Ramos de
Oliveira y cols. 2009). Ademas de la presentacién de efectos directos en la patogénesis de
la enfermedad periodontal, el FNT-a regula la produccion de otras clasicas citocinas pro-
inflamatorias de la inmunidad innata, tales como la IL-1p y la IL-6 (Okada y Murakami.,
1998; Dinarello, 2000; Wajan y cols., 2003), y también actta en el proceso de migracion
celular a maultiples niveles, induciendo la regulacion de moléculas de adhesion y la
produccion de quimiocinas, las cuales son citocinas quimioatrayentes involucradas en la

migracion celular hacia los sitios infectados e inflamados (Peschon y cols., 1998; Dinarello,
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2000). El FNT-a esta presente en altos niveles en la periodontitis tanto en el FCG como en
tejidos periodontales enfermos, donde esta positivamente relacionado con la expresion de
MMPs y RANKL (Graves y Cochran, 2003; Graves y cols., 2008). Adicionalmente, la IL-
1B y la IL-6 han sido asociadas con los procesos de migracion celular inflamatoria y de
osteoclastogénesis (Graves y cols., 2008). De este modo, mientras su ausencia individual
atenua la pérdida inflamatoria de hueso, la inhibicion simultanea de estas citocinas da como
resultado una proteccién mas efectiva, que lleva a la remision casi completa de la actividad
osteoclastogénica (Graves y Cochran, 2003, Sartori y cols., 2009).

La mayoria de los estudios publicados en cuanto al efecto del tratamiento
periodontal sobre los mediadores inflamatorios, muestran la disminucion de la
concentracion de citocinas en surco gingival después del RAR, especialmente en cuanto a
la reduccion de la concentracion de IL-1p se refiere (Tsai y cols., 2005b; Giannopoulou y
cols., 2003). Los resultados obtenidos en el presente estudio tras la aplicacion exclusiva de
RAR y RAR complementado por una Unica sesion de TFD, concordarian mas con los
resultados publicados en un estudio realizado por Yoshinari y cols., en el cual se investigd
la relacion entre los cambios clinicos y el nivel de IL-1B después de la terapia periodontal
convencional en pacientes con PC, observandose clara mejoria de los indices clinicos y
ligero aumento de la concentracion de IL-1B (Yoshinari y cols., 2004). Sin embargo, si se
observa una clara y opuesta tendencia en el grupo RAR+ TFDr, donde los niveles de I1L-13
y TNF-a sufren un descenso a las 4 semanas para volver a incrementarse en las 4 semanas
posteriores.

Estudios previos han mostrado que la terapia con laser de baja potencia parece

lograr una disminucion en la produccion de citocinas y principalmente tras una fototerapia
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aplicada en dosis repetidas (Shimizu y cols., 1995; Qadri y cols., 2005, Calderin y cols.,
2012). En el caso particular del presente estudio, el uso conjunto de TFD repetida con
RAR, parece servir de freno al aumento de los niveles de IL-1p y principalmente FNT-a en
el FCG, lo cual podria estar condicionado por el uso adicional del laser terapéutico aplicado
para fotoexcitar el azul de metileno irrigado gingivalmente. Cabe sefialar que no existen
apenas trabajos publicados en la literatura sobre el efecto del tratamiento con TFD sobre los
niveles de citocinas pro-inflamatorias. Unicamente, el grupo de De Oliveira en un estudio
de los niveles de citocinas en el FCG de pacientes con periodontitis agresiva después de ser
tratados con TFD 6 RAR, mostraron que ambas modalidades de tratamiento redujeron
significativamente los niveles de TNF-a y del ligando del receptor activador del factor
nuclear kappa B (RANKL) en FCG (de Oliveira y cols., 2009). En nuestro caso, solo el
empleo de TFD en dosis repetidas causaria una diferencia en la tendencia inflamatoria,
conteniéndola, sin que por ello los resultados fueran estadisticamente significativos
respecto al estado inicial.

En cuanto al andlisis del estado antioxidante total del FCG, apenas se observan
diferencias estadisticamente significativas intra e intergrupos. Aunque pudiera ser esperable
una disminucién en los grupos RAR+TFD y principalmente en el grupo RAR+TFDr,
debido a una incrementada eficiencia en la produccion de oxigeno singlete tras la
fotoactivacion del azul de metileno para provocar muerte bacteriana, este incremento a su
vez puede que se vea compensado por una disminucion del estrés oxidativo, efecto que ha
sido documentado tras la aplicacion del laser terapéutico (Silveira y cols., 2011; Servetto y
cols., 2010) y por una disminucion de la carga antigénica relacionada con una disminucion

del nicho bacteriano. Por ello también, aunque con el tratamiento RAR+TFDr el proceso
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inflamatorio se frena, ello sin embargo no lleva asociado un incremento del estado
antioxidante total del FCG, al menos en tan corto plazo (8 semanas).

Al interpretar los datos disponibles en la literatura, es evidente que estudios clinicos
aleatorios controlados, evaluando los beneficios clinicos, microbiol6gicos y potencial
inmunoldgico de la TFD en el tratamiento de la periodontitis, son todavia limitados. Las
principales dificultades que estos estudios entrafian pueden estar relacionadas con un
namero bastante limitado de pacientes, la corta duracion de los estudios (es decir, 3 6 6
meses) Y el hecho de que todavia no ha sido establecido el protocolo mas efectivo de TFD.

Los resultados de este estudio mostraron que el tratamiento complementario con
TFD en una sola dosis 0 en dosis repetidas produjo a nivel clinico una ligera una mejora
adicional frente al RAR aplicado en exclusividad, traducida en un descenso del porcentaje
de sangrado en las bolsas de mayor profundidad y en una disminucién méas temprana en el
PSBT aportado por la aplicacion repetida de TFD. Ademas, el tratamiento complementado
con dosis repetidas de TFD se mostrd efectivo para contener la inflamacién periodontal
como puede verse por el no incremento de los niveles de IL-18 y FNT-a en el FCG. Los
datos disponibles parecen indicar que el uso coadyuvante de la terapia fotodinamica puede
mejorar algunos resultados, pero se necesitan mas estudios in vivo a largo plazo para
investigar los efectos clinicos, inmunoldgicos y antimicrobianos, después de repetidas dosis

de TFD complementaria, con el fin de clarificar los posibles beneficios.
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6. CONCLUSIONES
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Los resultados obtenidos en el presente Trabajo de Investigacion permiten concluir que:

1. La terapia periodontal de RAR, asi como de RAR complementado con TFD en una
o0 en 5 aplicaciones, produce resultados clinicos positivos significativos en pacientes
con periodontitis crdnica, que se evidencian en los parametros de PS, PSBT y
PPBT.

2. La terapia periodontal de RAR complementado con una aplicaciéon o con 5
aplicaciones de TFD, disminuye el porcentaje de sangrado en las bolsas >7mm de
profundidad, frente al RAR aplicado en exclusividad. Ademas, se observa una
disminucion méas temprana en el PSBT aportado por la aplicacion repetida de TFD.

3. La aplicacion de TFD en cinco sesiones como complemento al RAR en el
tratamiento de la periodontitis cronica, conduce a mejores resultados
inmunolégicos que el RAR o incluso que RAR complementado con una
aplicacion de TFD vy estos resultados se evidencian en el mantenimiento de los
nivelesen FCG de IL-1B y FNT-a. .

4. El estado antioxidante total del FCG no presentd variaciones tras la aplicacion del

tratamiento con RAR, RAR complementado con una sesién de TFD ni RAR
complementado con 5 sesiones de TFD.
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