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1.RESUMEN

Objetivo: Evaluar la respuesta de los tejidos periodontales al consumo de un
nuevo suplemento nutricional que contiene proantocianidinas oligoméricas (OPCs)
en sustitucion de gingivitis inducida tras 21 dias de consumo y cese del cepillado.

Material y Método: Ensayo clinico prospectivo, controlado, randomizado, a
doble ciego, llevado a cabo sobre 20 pacientes divididos en grupo experimental y
control. Se realizaron tres visitas durante el estudio: una visita inicial y dos
revisiones, a los 14 y 21 dias, para recoger los datos de indice gingival de Loe y
Siliness, de sangrado gingival, de placa, nivel del interleucina 6 (IL-6) en el fluido
crevicular y cambios en el brillo gingival. Los pacientes debian mantener un
comprimido a base de OPCs en el grupo de estudio y placebo en el grupo control
hasta su total disolucién en boca cada noche, no pudiendo llevar a cabo medidas
de higiene adicionales durante los 21 dias del estudio.

Resultados: El indice Gingival de Loe y Sillness fue mayor en el grupo control
gue en el grupo experimental, llegando a existir una diferencia del doble entre
ambos grupos (p <0,0001). Este dato es también corroborado por el indice de
sangrado gingival (p<0,005). Sin embargo, el indice de placa en la superficie del
diente fue mayor en un 33% en el grupo experimental (p<0,006). No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en el brillo de la encia entre ambos
grupos. Solo se identificaron algunas diferencias en los valores referidos a la
cantidad de IL-6 en el liquido crevicular durante el periodo de estudio (p<0,0001).

Conclusion: Las OPCs tienen un efecto real en la salud de los tejidos
periodontales en las condiciones experimentales estudiadas, ya que el indice de

sangrado y el indice gingival de LOe y Sillness fueron menores en el grupo de
__________________________________________________________________________________________________|
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estudio que en el grupo control. Sin embargo, no se encontré una disminucién en
la acumulacion de placa en la superficie dental en el grupo experimental frente al
grupo control. Son necesarios mas estudios para determinar la naturaleza de dicha

placa.

Estudio clinico prospectivo controlado a doble ciego sobre la prevencién de la gingivitis con suplemento
nutricional a base de proantocianidinas oligoméricas.
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ABSTRACT

Aim: To evaluate the effectiveness on tissue response in the consumption of
the new nutritional supplement made of oligomeric proanthocyanidins in the
situation of induced gingivitis after 21 days of use and removal of tooth brushing.

Material and Methods: A double-blind randomized controlled prospective
clinical trial was carried out on 20 patients; it is divided into an experimental and a
control group after fulfilling the selection criteria. Patients had to come three times
during the study to register the Lée and Sillness Index, the Gingival Bleeding Index,
the Plague Index, the inflammatory crevicular fluid study (IL6) and the changes in
brightness of the gingiva. No complementary hygiene methods were allowed during
the 21 days.

Results: The L6e and Sillness Index were higher in the control group than in
the experimental group, reaching a twofold difference between both groups
(p<0.0001). The Gingival Bleeding Index also supports this fact, since the bleeding
was lower in the experimental group (p<0.005). However, the dental plaque on the
tooth surface according to the Plague Index was 33% higher in the experimental
group (p<0.006). Only some differences in the values were referred in the quantity
of IL-6 in the crevicular fluid during the period of the study (p<0.0001).

Conclusion: Oligomeric proanthocyanidins have an effect on the periodontal
tissue’s health under the experimental conditions studied. No effects on the
accumulation of plaque on the tooth surface were found. Further studies are needed

to determine the nature of the plaque.

Estudio clinico prospectivo controlado a doble ciego sobre la prevencién de la gingivitis con suplemento 17
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2.INTRODUCCION

Las enfermedades periodontales han afectado a la poblacion humana desde
los comienzos de la vida. Existen hallazgos de dichas afectaciones periodontales
en personas pertenecientes a las civilizaciones antiguas y relatos que hablan del
conocimiento de esta patologia, asi como de su tratamiento.'*?

El término “periodonto” proviene del latin peri, «alrededor de», y el griego
odus, «diente».>” Desde las primeras civilizaciones, pasando por todas las etapas
historicas, podemos encontrar referencias a la enfermedad periodontal, a su
etiologia y al tratamiento de la misma. Sin embargo, no seria hasta el siglo XVIII
con la publicacion del libro El Cirujano Dentista en 1728 por el padre de la
odontologia moderna Pierre Fauchard cuando se recogerian los aspectos de la
practica de la periodoncia, con una explicacion detallada del tratamiento de las
enfermedades periodontales, asi como de los instrumentos necesarios para

llevarlos a cabo.113

2.1. ANATOMIA PERIODONTAL.

La periodoncia es el estudio del periodonto o estructura de soporte de los

dientes. El periodonto agrupa los tejidos que rodean al diente y lo anclan al maxilar,

proporcionando el apoyo necesario para mantener los dientes en funcién.l_4
La estructura del periodonto involucra a los siguientes tejidos blandos y
duros:
e Hueso alveolar.
e Encia.
I ——

Estudio clinico prospectivo controlado a doble ciego sobre la prevencién de la gingivitis con suplemento
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e Ligamento periodontal (estructura de fijacion del tejido conjuntivo)

e Cemento radicular.

2.1.1. COMPONENTES DE LA ENCIA
La encia es parte del tejido blando bucal que cubre la porcion coronal de los

procesos alveolares de los maxilares y rodea al cuello de los dientes apenas coronal

ala unién amelocementaria.l'4
La encia se divide anatdmicamente en:
a) Encia libre, marginal o no adherida.
b) Encia insertada o adherida.
c) Enciainterdental o interproximal.

d) El surco gingival.

a) Laencialibre

La encia libre es aquella que esta en contacto, pero no unida, a la superficie
del diente y se contindia apicalmente con la encia insertada.

Esta encia puede ser separada de la superficie del diente mediante una
sonda periodontal. Representa el borde de encia que rodea a los dientes a modo
de collar y sigue las ondulaciones de la superficie vestibular y lingual, siendo
conocida la parte mas apical del festén gingival marginal como cénit. 1-413-15

En casi la mitad de los casos, se encuentra separada de la encia insertada
por el surco gingival libre, siendo, con cerca de un un milimetro de ancho en
condiciones de salud, la pared del tejido blando del surco gingival. Esta unida al
diente en la base del surco mediante el epitelio de unién.t413-15
I ——
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b) Laencia adherida

La encia adherida es la continuacion, en sentido apical, de la encia libre y se
extiende hasta la linea mucogingival. Esta firmemente unida al cemento y al hueso
alveolar subyacente. La altura (o dimension apicocoronal) es variable de unas
personas a otras y dependiendo de los dientes oscila entre uno y nueve milimetros,
hallandose mayor cantidad de encia insertada en los incisivos y menor cantidad en
caninos y premolares. Es mas estrecha en la denticion temporal que en la definitiva.
En condiciones de salud presenta una superficie a modo de punteado de piel de
naranja que no aparece en la encia libre o marginal. +413.16-18

El ancho de la encia insertada es un pardmetro clinico importante y
comprende la distancia que hay entre la unién mucogingival y el fondo del surco
gingival. No debe confundirse con el ancho de encia queratinizada porque éste

incluye también a la encia marginal. 1-41316-18

c) Laenciainterdental o interproximal
La encia interproximal o interdental es aquella que ocupa el espacio
interproximal situado apicalmente al area de contacto dental. Puede ser piramidal o
con forma de collado. Consta de dos papilas, una vestibular y otra lingual y una
depresion que conecta ambas papilas y se adapta a la forma del area de contacto
interproximal.1#1° Las puntas de las papilas interdentales y los bordes laterales
estan formadas por la encia marginal los dientes adyacentes. Si hay un diastema la

encia se une al hueso interdental y forma una superficie sin papila interdental.-41°

Estudio clinico prospectivo controlado a doble ciego sobre la prevencién de la gingivitis con suplemento 22
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d) El surco gingival

El surco gingival es un espacio virtual poco profundo alrededor del diente. En
sentido horizontal, esta situado entre el diente y el epitelio interno de la encia
marginal. En sentido vertical se extiende desde la parte mas coronal del epitelio de
unién hasta el margen de la encia libre. Tiene forma de V y apenas permite la
entrada de una sonda periodontal, siendo la determinacion de esta profundidad del
surco con esta sonda un importante parametro de diagnéstico. La profundidad de
un surco gingival clinicamente normal en el ser humano esta entre dos y tres

milimetros.14 20-23

2.1.2. EPITELIO GINGIVAL

El epitelio gingival estad compuesto de un revestimiento continuo de epitelio
escamoso estratificado. Se pueden definir tres areas desde el punto de vista
morfolégico y funcional: epitelio bucal o externo, epitelio del surco y epitelio de
union.

Los queratinocitos son las principales células del epitelio gingival. Otras
células presentes en el epitelio gingival son las células de Langerhans, las células
de Merkel y los melanocitos.

La funcion principal del epitelio es proteger las estructuras profundas,
permitiendo un intercambio selectivo con el medio ambiente bucal a partir de la

diferenciacion y proliferacion de los queratinocitos.'*

Estudio clinico prospectivo controlado a doble ciego sobre la prevencién de la gingivitis con suplemento
nutricional a base de proantocianidinas oligoméricas.
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2.1.3. CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES Y METABOLICAS DEL
EPITELIO GINGIVAL

Cada componente epitelial de la encia (epitelio bucal, epitelio del surco y
epitelio de unién) tienen variaciones morfolégicas regionales que ponen de
manifiesto la adaptacion del tejido al diente y al hueso alveolar. El epitelio bucal y
el epitelio del surco tienen en gran medida una funcién protectora. El epitelio bucal
cubre la cresta alveolar con un espesor del 0,2 y 0,3 mm. Se encuentra
gueratinizado o paraqueratinizado y distribuido en cuatro capas: estrato basal,
estrato espinoso, estrato granuloso y estrato cérneo. El grado de queratinizacion
disminuye con la edad y con la menopausia y no es uniforme en toda la cavidad
oral, existiendo areas mas queratinizadas como el paladar y menos como la
mucosa yugal. 12431

El epitelio bucal contiene queratinas K1, K2 y K10 a K12 en areas
ortoqueratinizadas. También encontramos K6 y K16, K5 y K14. Las areas
paraqueratinizadas expresan K19. El epitelio del surco es un epitelio escamoso
estratificado fino, no queratinizado, sin prolongaciones epiteliales. Suele contener
muchas células de degeneracién hidrépica. Carece de estrato granuloso y cérneo,
asi como de citoqueratinas K1, K2 y K10 a K12, pero si contienen las citoqueratinas
tipo esofago K4 y K13. También puede contener K19 y no contiene células de
Merkel. 1.24-31

A pesar de las caracteristicas morfolégicas y quimicas. El epitelio del surco
tiene potencial para queratinizarse en dos ocasiones:

1. Sies reflejado y expuesto a la cavidad bucal

2. Silaflora bacteriana del surco se elimina por completo.

Estudio clinico prospectivo controlado a doble ciego sobre la prevencién de la gingivitis con suplemento 24
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Sin embargo, el epitelio externo pierde esta queratinizacion cuando se pone
en contacto con el diente, por lo que estos resultados sugieren que la irritacion local
del surco previene la queratinizacién sulcular. 12431

El epitelio del surco es importante porque puede actuar como membrana
semipermeable a través de la cual los productos bacterianos pasan a la encia y el
liquido de la encia pasa al surco. Sin embargo, este epitelio no es muy permeable
a los leucocitos neutréfilos polimorfonucleares (PMN) 1:24-3L,

El epitelio de unidén es una banda de epitelio escamoso estratificados no
gueratinizado. El nUmero de capas de espesor aumenta con la edad y aunque la
formacion del mismo originariamente se da por la confluencia del epitelio bucal y el
epitelio reducido del esmalte durante la erupcion, éste ultimo no es esencial, ya que
se restaura completamente tras una cirugia, instrumentacion de bolsa o alrededor
de un implante. En el epitelio de unién sano pueden encontrarse numerosos PMN
en migracion, dandose un aumento considerable de los mismos en caso de
acumulacion de placa o inflamacion gingival.

Debido a las caracteristicas estructurales y funcionales del epitelio de union
se puede afirmar que contribuye a prevenir que la flora bacteriana patégena
colonice la superficie dental subgingival mediante diferentes mecanismos:

1. La insercion firme con la superficie del diente, formando una barrera fisica
contra las bacterias de la placa.

2. Permite el paso de liquido gingival, células inflamatorias y defensa
inmunologica del huésped al surco gingival.

3. Rapida renovacion que contribuye al equilibrio entre huésped y colonizador,

asi como a la rapida reparacion del tejido dafiado.

Estudio clinico prospectivo controlado a doble ciego sobre la prevencién de la gingivitis con suplemento 25
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2.1.4. LIQUIDO CREVICULAR

El fluido gingival es un trasudado o exudado que contiene amplia gama de
factores bioquimicos, los cuales pueden usarse como biomarcadores diagnésticos
y pronaosticos del estado del periodonto. Fue descrito en el siglo XIX, pero no fue
hasta los afios cincuenta cuando fueron revelados sus mecanismos defensivos y
composicion por Waerhaug y Krasse.??

El fluido gingival contiene componentes del tejido conjuntivo, epitelio, células
inflamatorias, suero y bacterias de la flora microbiana que habitan en el surco.130:3%
35

Cuando el surco estd sano, la cantidad de fluido crevicular es baja, sin
embargo, cuando existe inflamacion, esta cantidad aumenta, asi como el nimero
de componentes antiinflamatorios.1:30:33-35

El liquido crevicular tiene funciones tales como retirar el material del surco,
mejorar la adhesion del epitelio al diente, propiedades antimicrobianas y aportacion
de anticuerpos para defender a la encia.

Los componentes del liquido crevicular pueden ser de naturaleza celular,
como bacterias, células epiteliales descamadas y leucocitos; electrolitos como
potasio, sodio, calcio; compuestos organicos como hexosamina, acido hialurénico,
glucosa, acido lactico, urea, hidroxiapatita, endotoxinas, sustancias citotoxicas,
sulfuro de hidrogeno y factores antibacterianos; también se han identificado
enzimas como metaloproteinasas, interleucina-1 beta (IL-13), interleucina 6 y 8,
ciclooxigenasa, procolageno I, etc.1:30:33-35,

Debido a la composicion del liquido crevicular, es posible detectar

respuestas celulares y humorales en individuos sanos y con enfermedades

Estudio clinico prospectivo controlado a doble ciego sobre la prevencién de la gingivitis con suplemento 26
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periodontales. La respuesta celular inmune incluye la aparicion de citoquinas, pero
no hay evidencia de la relacion de la misma y la enfermedad. Sin embargo, la IL-
1% y la interleucina-1 alfa (IL-1a) aumentan su unién a los polimorfonucleares
(PMN). De igual manera, cuando los monocitos/macrofagos se unen a las células
endoteliales, provocan la produccion de prostaglandinas E2, la liberacion de

enzimas lisosomales y la estimulacion de la reabsorcién 6sea.!30:33-35,

2.1.5. LIGAMENTO PERIODONTAL

El ligamento periodontal se compone de estructuras de fijacion compuesta
por tejido conjuntivo altamente celular y un complejo vascular que rodea la raiz del
diente y que lo conecta a la pared interna del hueso alveolar.!* Se comunica con
los espacios de la médula a través de canales vasculares en el hueso. El ancho del
ligamento periodontal es variable, pero tiene aproximadamente 0.2 mm de media,
disminuyendo en dientes donde no hay funcién y aumentando en dientes donde
hay hiperfuncién.t-4:36

Las fibras periodontales estan situadas entre la superficie radicular del diente
y el hueso alveolar. Se componen de fibras de tejido conectivo, células, vasos,
nervios y sustancia fundamental. En una superficie de cemento de 1 mm? se

insertan un promedio de 28.000 haces fibrosos.'*36

2.1.5.1. Composicion del ligamento periodontal
Las fibras principales del ligamento periodontal son de naturaleza
colagenosa, estan organizadas en haces y siguen un curso ondulado. Los haces

de fibras consisten en fibras individuales que forman una red continua y

Estudio clinico prospectivo controlado a doble ciego sobre la prevencién de la gingivitis con suplemento 27
nutricional a base de proantocianidinas oligoméricas.



Tesis Doctoral Rosa Maria Diaz Sanchez, 2018

anastomosada entre diente y hueso. Las porciones terminales de los haces que se
insertan en diente y hueso se conocen como fibras de Sharpey y una vez ancladas
en la pared del alveolo o en el diente estas fibras se calcifican de forma significativa,
existiendo en su composicion proteinas no colagenas como la osteopontina o
sialoproteina 6sea que contribuyen a la regulacién de la mineralizacion y la
cohesién tisular en los sitios con aumento de tensién biomecanica. 1:3337-39,

El colageno es una proteina compuesta de diversos aminoacidos como la
hidroxiprolina, glicina, prolina y la hidroxilisina. El colageno es el responsable de
mantener el armazon, resistencia, flexibilidad y el tono del tejido. Es producido por
los fibroblastos, condroblastos, odontoloblastos y otras células. Existen diferentes
tipos de colageno. Las fibras principales se componen en su mayoria de colageno
tipo I, mientras que las reticulares se componen de colageno tipo Ill. El colageno
tipo IV se encuentra en la lamina basal y el tipo VI también se ha aislado en el
ligamento periodontal y en la encia.132:37-39

Las fibras de ligamento periodontal se organizan en seis grupos a lo largo de
la raiz en desarrollo. 1:3237-39

e Grupo transeptal: Las fibras transeptales se extienden interproximalmente
sobre la cresta del hueso alveolar y estan incluidas en el cemento del diente
adyacente. Estas fibras pertenecen a la encia porque no tienen insercién

O0sea y se reconstruyen incluso tras la destruccion del hueso alveolar

ocasionado por la enfermedad periodontal.

e Grupo de la cresta alveolar: Las fibras de la cresta alveolar se extienden
desde el cemento debajo del epitelio de union hasta la cresta alveolar, asi

como desde el cemento sobre la cresta alveolar hasta la capa fibrosa del
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periostio en sentido oblicuo. Estas fibras previenen la extrusion del diente y

resisten los movimientos laterales.3°

e Grupo horizontal: Las fibras horizontales se extienden en sentido
perpendicular al eje mayor del diente desde el cemento hasta el hueso
alveolar.

e Grupo oblicuo: Las fibras oblicuas es el grupo més grande en el ligamento
periodontal. Se extienden desde el cemento en direccion coronal y en
sentido oblicuo respecto al hueso. Son las fibras encargadas de mantener la
carga del estrés masticatorio vertical y transformarlo en tension sobre el
hueso alveolar. 1:37-39

e Grupo apical: Las fibras apicales estan irradiadas desde el cemento hasta
el hueso en la region apical del alveolo de forma irregular. Sélo se
encuentran en raices que estan completamente formadas.

e Grupo interradicular: Las fibras interradiculares sé6lo se encuentran en
forma de abanico desde el cemento hasta el tabique interradicular en las
areas de la furca de dientes multirradiculares.

Entre los grupos principales de fibras se encuentran fibras colagenas con
una organizacion menos regular con vasos sanguineos, linfaticos y nervios. Se ha
descrito una red elastica en el ligamento periodontal compuesta por muchas
laminillas de elastina con fibras de oxitalan y de elaunina, que se cree que son las
encargadas de regular el flujo vascular.

Ademas de las fibras descritas anteriormente existen fibras colagenas
asociadas a las fibras principales extendiéndose en todas direcciones formando un

plexo llamado plexo de fibras indiferentes.133.37-39
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Ademas de las fibras tratadas anteriormente, se han descrito cuatro tipos de

células que se encuentran en el tejido periodontal: 1:40-46

Células de tejido periodontal. Fibroblastos, cementoblastos,
cementoclastos, osteoblastos y osteoclastos. Los fibroblastos son los
encargados de generar nuevo colageno y fagocitar fibras de colagenos para
asegurar la renovacion de las mismas.

Células epiteliales en reposo. Los llamados restos epiteliales de Malassez
forman un entramado en el ligamento periodontal y aparecen como cumulos
aislados de células o cordones entrelazados. Los restos epiteliales se
distribuyen a lo largo del cemento de los dientes, siendo mas numerosos en
el &rea apical y cervical. Su numero va disminuyendo con la edad y van
convirtiéndose en cementiculos.

Células del sistema inmunolégico. Incluye neutrdfilos, linfocitos,
macrofagos, mastocitos y eosindfilos.

Células asociadas con los elementos neurovasculares.

Por ultimo, en el ligamento periodontal podemos encontrar entre las fibras y

las células, sustancia fundamental. La sustancia fundamental se compone de agua

(70%), glicosaminoglicanos (acido hialurénico y proteoglicanos) y glicoproteinas

(fibronectina y laminina).40-46

2.1.5.2. Funciones del ligamento periodontal

Las funciones del ligamento periodontal se clasifican en fisicas, de formacion

y remodelacion y nutricional y sensitiva.
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1. Funciones fisicas. 14753

a. Proteccion de los vasos sanguineos y nervios mediante un
tejido blando de lesiones por fuerzas mecanicas.

b. Transmisién de fuerzas oclusales al hueso. Cuando hay
una fuerza axial, hay una tendencia a desplazar la raiz en
el alveolo. Las fibras oblicuas onduladas toman su maxima
longitud y sostienen la mayor parte de la fuerza axial.

c. Union del diente al hueso.

d. Conservacion de los tejidos gingivales en relacion
adecuada con los dientes.

e. Resistencia al impacto de las fuerzas oclusales
(amortiguacion). Para llevar a cabo esta funcion, se han
descrito dos teorias, la teoria tensional, la cual defiende que
las fibras principales del ligamento periodontal son el
principal factor en el apoyo del diente y transmiten las
fuerzas al hueso y la teoria viscoelastica, la cual indica que
el desplazamiento dentario es controlado por movimientos
de fluidos y que las fibras tienen un papel secundario en
esta funcion.

2. Funcion de formacién y remodelacion. 15460

Las células del ligamento periodontal participan en la formacion y
reabsorcion de cemento y hueso que se dan cuando hay movimiento
dentario fisiologico, en la acomodacion del periodonto a las fuerzas oclusales

o en la reparacion de lesiones. El ligamento periodontal esta en
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remodelacion constante. Las fibras y células viejas se descomponen y las

sustituyen otras nuevas. Los fibroblastos forman nuevo colageno y las
células mesenquimales residuales se convierten en osteoblastos y
cementoblastos.

3. Funcién nutricional y sensitiva. 1.61-66

El ligamento periodontal aporta nutrientes al cemento, hueso y encia
mediante vasos sanguineos Y linfaticos. Es un tejido muy vascularizado en
relacion con otros ligamentos del cuerpo humano. Ademas, el ligamento
periodontal se encuentra altamente inervado con fibras nerviosas sensitivas
capaces de transmitir sensaciones tactiles, de presion y dolor por vias del
nervio trigémino. Los vasos sanguineos, linfaticos y nervios forman un
paquete vasculonervioso que entra en los alveolos por la porcion mas apical

y viajan por el hueso a través de canales.

2.1.6. CEMENTO

El cemento es el tejido mesenquimal calcificado y avascular que forma la
cubierta exterior de la raiz anatdmica. %4567-77

Las dos fuentes principales de fibras de coldgeno en el cemento son las
fibras de Sharpey (extrinsecas), que son la porcion incluida de las fibras principales
del ligamento periodontal formadas por fibroblastos, y las fibras de la matriz del
cemento (intrinsecas), producidas por los cementoblastos.

Los cementoblastos también forman los componentes no colagenos de la
sustancia fundamental interfibrilar como los proteoglicanos, glicoproteinas y

fosfoproteinas. La mayor proporcion de la matriz organica de un cemento esta
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compuesta por colageno tipo | (90%) vy tipo Il (5%). Las fibras de Sharpey estan
compuestas sobre todo por colageno tipo | y a su vez, éste se encuentra recubierto
por el colageno tipo Il

El cemento tiene una porcién celular y otra acelular. EI cemento acelular es
el primer cemento en formarse, cubre el tercio cervical o la mitad de la raiz y no
contiene células. Este cemento se crea antes que el diente alcance el plano oclusal
y su espesor va de 30 a 230 um. Las fibras de Sharpey forman la mayor parte del
cemento acelular y tiene un papel principal en el apoyo del diente. La mayoria se
insertan casi en angulo recto a la superficie radicular y penetran profundamente en
el cemento. ElI cemento acelular también contiene fibrillas intrinsecas de colageno
calcificadas y organizadas de manera irregular o paralelas a la superficie. El
cemento celular se forma una vez que el diente alcanza el plano oclusal, es mas
irregular y contiene células (cementocitos) en espacios lagunares que se comunican
entre si mediante un sistema de canaliculos anastomosados. El cemento celular
esta menos calificado y contiene menos fibras de Sharpey. Ambos tipos de cemento,
celular y acelular, se organizan en ldminas separadas por lineas incrementales
paralelas al eje longitudinal de la raiz.14567-77

El cemento radicular es, por un lado, parte del diente y por otro parte del

periodonto. Se diferencian los siguientes tipos celulares y acelulares. 147879

1. Cemento afibrilar acelular (CAA). No contiene células ni fibras
colagenas intrinsecas o extrinsecas, excepto sustancia fundamental
mineralizada. Es un producto de los cementoblastos y se encuentra como

cemento coronal en humanos, con espesor de 1 a 15 pum.
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2. Cemento de fibras ajenas acelular (CFAA). Estd compuesto casi en su

totalidad por haces densamente compactados de fibras de Sharpey y
carece de células. Es producto de fibroblastos y cementoblastos y se
encuentra en el tercio cervical de las raices de humanos, pero se puede
extender apicalmente. Su espesor es de 30 a 230 um.

3. Cemento de fibras propias celular (CFPC). Contiene células pero no
fibras extrinsecas de colageno. Se forma por cementoblastos y en los
humanos se encuentran rellenando las lagunas de reabsorcion.

4. Cemento de fibras mixtas celular (CFMC). Se compone de fibras
extrinsecas (de Sharpey) e intrinsecas y puede contener células. Es
producido por los fibroblastos y cementoblastos y en los humanos aparece

en tercio apical de raices y en furca. Tiene un espesor de 100 a 1000 pm.

El contenido inorganico del cemento (hidroxiapatita, Ca'°[Po*]¥[OH]?) es del
45 al 50%, inferior al hueso (65%), esmalte (97%) o dentina (70%) y no se ha
establecido ninguna relacion entre el envejecimiento y la cantidad de contenido
mineral. 1,80-81,

Los extractos de proteinas del cemento maduro promueven la insercién y la
migracion celular y estimulan la sintesis de proteinas de los fibroblastos gingivales
y las células del ligamento periodontal. Se han descrito algunas moléculas que se
encuentran Unicamente en el cemento, como una proteina colagena derivada de
este tejido llamada Proteina de Insercion del Cemento (CAP). Esta proteina ha
demostrado promover la adhesion y propagacion de tipos de células

mesenquimales, asi como de los osteoblastos y fibroblastos del ligamento
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periodontal, que muestran mejor adhesion que los fibroblastos y queratinocitos
gingivales. También se ha descrito el Factor de Crecimiento derivado del Cemento,
el cual es una molécula parecida al factor de crecimiento insulinico tipo | y que ha
demostrado aumentar la proliferacion de fibroblastos gingivales y células del

ligamento periodontal. 182

2.1.7. EL HUESO ALVEOLAR
El hueso alveolar es la porcion del maxilar o mandibula que alberga a los
alveolos dentarios. Estos alveolos aparecen cuando el diente erupciona y
desaparecen gradualmente cuando el diente se pierde. Por lo tanto, el proceso
alveolar se desarrolla, se remodela y se reabsorbe en funcién de la estructura
dentaria.t483

El proceso alveolar consta de:#

e Lamina externa de hueso cortical formada por hueso haversiano y laminas
Oseas.

e Pared alveolar interna. Se observa como lamina dura radiograficamente. En
el aspecto histolégico se compone de lamina cribiforme por la que los haces
neurovasculares unen el ligamento periodontal con el hueso trabecular.

e Hueso trabecular. Se compone de trabéculas esponjosas entre dos capas
compactas.

La mandibula ademas incluye el hueso basal, que es la porciébn mas apical
de la misma que no esta relacionada con los dientes. 14.83-84
El hueso alveolar es el menos constante de los tejidos periodontales debido

a que su estructura esta en constante cambio. Lareabsorciony formacion de hueso
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estan reguladas por influencias locales (requisitos funcionales de los dientes y edad
de las células 6seas) y sistémicas (influencia hormonal). EI remodelado puede
afectar a su densidad, altura y contorno.'484

El perfil 6seo se adapta a las prominencias de las raices. La altura y el
espesor de las tablas vestibular y lingual se ven afectadas por la alineacion de los
dientes y la angulacion de las raices respecto al hueso. En ocasiones una
vestibulizacion excesiva de la raiz ocasiona una tabla vestibular excesivamente fina
o incluso inexistente, quedando la raiz denudada de hueso y solamente cubierta
por periostio y encia. Cuando la raiz es muy convexa y el hueso interproximal se
encuentra muy deprimido, se crean dos niveles diferentes en sentido
anteroposterior.*

En condiciones normales, en un diente totalmente erupcionado, la distancia
que existe entre la cresta del hueso y la linea amelocementaria es de
aproximadamente un milimetro y medio, variando esta distancia con la edad.'*

En los espacios interproximales del sector anterior, el hueso alveolar
existente es mas estrecho y mas fino. En presencia de inflamacién desaparece

mas rapidamente que en las zonas interproximales posteriores, donde puede dar

. 7z 1_4
lugar a una variedad de defectos 0seos.

2.1.7.1. Composicion del hueso alveolar
El hueso alveolar se forma por osificacion intramembranosa y consta de una
matriz calcificada con osteocitos dentro de unos espacios llamados lagunas. Esto
osteocitos forman una red a través de la matriz 0sea intercelular mediante
canaliculos por los que se anastomosan y aportan oxigeno y nutrientes, a la vez
I ——
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gue recogen los residuos metabolicos. Los osteoblastos son las células que
producen la matriz organica del hueso. Estos provienen de células foliculares
pluripotentes. La matriz depositada por los osteoblastos se llama osteoide (no
mineralizado), cuando el nuevo osteoide se deposita, el mas antiguo ubicado por
debajo de la superficie se mineraliza.1 528588
La irrigacion del hueso por parte de los vasos sanguineos se lleva a cabo
por el periostio (capa de tejido conjuntivo osteogénico diferenciado que se
encuentra en la superficie externa del hueso) y el endostio (capa de tejido conjuntivo
osteogénico diferenciado que se encuentra en la superficie interna del hueso).
Ademas, existen mecanismos internos que aportan un suministro vascular en
huesos demasiado gruesos donde el periostio no es capaz de nutrir todo el espesor
llamados osteonas. Estas se encuentran sobre todo en las placas corticales
externas y el hueso alveolar.152:8588
El hueso alveolar consta de una parte inorganica compuesta por calcio, fosfato,
hidréxido, carbonato, citrato e iones como sodio, magnesio y fllor. Las sales
minerales se encuentran en forma de cristales de hidroxiapatita. La parte organica
consta de colageno tipo | (90%), con otras proteinas no colagenas en menor
cantidad como la osteocalcina, osteonectina, proteinas morfogenéticas éseas,

fosfoproteinas y proteoglicanos.!52:85-88
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2.2. ENFERMEDADES DEL TEJIDO PERIODONTAL

Las enfermedades del tejido periodontal son motivo de constante revision
debido a la constante investigacion que se lleva a cabo en este campo. El 22 de
junio de 2018 con motivo del congreso europeo de periodoncia Europerio9
celebrado en Amsterdam se presento la nueva clasificacion de las enfermedades
periodontales por parte de la American Academy of Periodontology (AAP) y la
European Federation of Periodontology (EFP), actualizando la clasificacion vigente
hasta este momento emitida en 1999 en el Workshop for the Classification of
Periodontal Disease llevado a cabo en este afio (Tablas 1,2 y 3).8%9-111

Las enfermedades del periodonto son diversas tal y como podemos observar
en las tablas anteriores. Las enfermedades mas comunes son la gingivitis
asociada a la placa (inflamaciones de la encia sin pérdida de la insercion) y la

periodontitis (atrofia del periodonto debida a inflamacion).8%-111

La gingivitis se limita a los tejidos blandos supracrestales marginales, los
cuales se inflaman, pero no tiene pérdidas de insercioén. En la nueva clasificacion
se recoge la diferencia entre la presencia de inflamacién gingival en uno o mas
puntos a diferencia de un caso de gingivitis. Esta patologia se puede dar en un
diente sin pérdida de insercion o con pérdida de insercion previa (por enfermedad
periodontal controlada y tratada con éxito) que desarrolla gingivitis, sin causar un
agravamiento de la pérdida de insercion. Se manifiesta clinicamente por
sangrado durante el sondaje del sulcus gingival, y en casos graves por

enrojecimiento e hinchazoén, especialmente en la zona de las papilas.18991-93
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CLASIFICACION DE LAS CONDICIONES Y ENFERMEDADES PERIODONTALES Y PERI-

IMPLANTARIAS

Enfermedades y condiciones

periodontales

Enfermedades y condiciones

implantarias

Salud periodontal, enfermedades

y condiciones gingivales

Periodontitis

Otras condiciones de afectacion

periodontal

Peri-implantitis

Salud periodontal y gingival
Gingivitis inducida por placa
dental

Gingivitis no inducida por placa
dental

Enfermedad periodontal
necrotizante

Periodontitis

Periodontitis como manifestacion
de enfermedades sistémicas
Enfermedades o condiciones
sistémicas que afectan al soporte
del tejido periodontal

Abscesos periodontales y
lesiones endo-perio
deformidades y condiciones
mucogingivales

Trauma oclusal

Factores relacionados con los

dientes y las prétesis

Salud peri-implantaria

Mucositis peri-implantaria

Deficiencia de tejido blando y duro peri-implantario

Tabla 1. Clasificacién de las condiciones y enfermedades periodontales y peri-implantarias segin

la AAP y EFP emitida en junio de 2018.8°
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SALUD PERIODONTAL, CONDICIONES Y ENFERMEDADES GINGIVALES

Sl arsflare lelpizl A [lgle[M221EY - Salud clinica gingival en periodonto intacto
Salud clinica gingival en Paciente con periodontitis
periodonto reducido estables

Paciente sin periodontitis
Gingivitis inducida por Solo asociada con placa dental
placa dental Mediada por factores de riesgo sistémicos o locales
Agrandamiento gingival influenciado por el uso de drogas o
farmacos
Sl bl ile =S el Trastornos genéticos o del desarrollo
inducida por placa dental Infecciones especificas
Condiciones inmunes e inflamatorias
Procesos reactivos
Neoplasmas
Enfermedades endocrinas, nutricionales o metabdlicas
Lesiones traumaticas
Pigmentacion gingival
Tabla 2. Clasificacion de salud periodontal, condiciones y enfermedades gingivales segun la AAP y

EFP emitida en junio de 2018.8°

La periodontitis se define como “enfermedad inflamatoria de los tejidos de
soporte de los dientes provocada por microorganismos o0 grupos de
microorganismos especificos, que tienen como resultado la destruccion
progresiva del ligamento periodontal y el hueso alveolar, formando bolsas
periodontales, recesiones o ambas”. 18924105 Se produce cuando la inflamacion
de la encia afecta a las estructuras mas profundas del aparato de sostén dental.

Tiene lugar entonces la desintegracion del colageno y la reabsorcion 6sea
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(pérdida de insercion). El epitelio de unién se transforma en un epitelio de bolsa
gue prolifera apical y lateralmente. Se forma asi una bolsa que constituye un
refugio y deposito de bacterias patdégenas oportunistas que mantienen la
periodontitis y pueden favorecer el avance de la afeccion. Aunque diferentes tipos
de inflamacion pueden ser caracteristicas de un diagndstico especifico,
posiblemente la inflamacion per se no es un diagnéstico en si mismo. Mas
especificamente, la presencia clinica o la ausencia de una respuesta inflamatoria
no deben considerarse necesariamente como un signo de enfermedad o salud.
Es evidente que la placa dental (un biofilm microbiano) causa inflamacion gingival,
y la extension y gravedad de la inflamacion estan influenciadas por diversas
condiciones sistémicas y factores orales en esta etapa. Ademas, la placa se
acumula mas rapidamente en los sitios gingivales inflamados que en los sitios no
inflamados, creando una dindmica compleja entre la biopelicula de la placa dental

y la respuesta inmunoinflamatoria del huésped.*:8%.94-105

Debe notarse que las exacerbaciones de la respuesta inflamatoria en la
encia, ya sea debido a biopeliculas patégenas o modificadas por fluctuaciones en
las secreciones de hormonas esteroides sexuales, pueden representar respuestas
protectoras de un individuo tanto en ambientes locales como sistémicos mediante
la destruccién, dilucion y aislamiento de los organismos invasores.18%.94-105 Gin
embargo, la ausencia de signos clinicos de inflamaciéon puede no excluir la
presencia de un proceso inflamatorio continuo evidente a nivel histologico. Por
ejemplo, durante el tabaquismo, la respuesta inflamatoria gingival a la
acumulacion de placa en los dientes se silenciara, a pesar de los distintos patrones

de respuesta del huésped gingival. 94112113
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PERIODONTITIS

Gingivitis necrotizante
Periodontitis necrotizante
Estomatitis necrotizante

Enfermedad periodontal
necrotizante

Periodontitis como manifestacién de enfermedades sistémicas

Periodontitis inicial
Periodontitis moderada
Periodontitis severa con
riesgo de pérdida de algun
Estadios diente

Periodontitis severa con

riesgo de pérdida de la
Periodontitis denticién

Extension y distribucién: localizada, generalizada o
afectacion incisiva y molar

Grado A: Progresion lenta
Grado B: Progresion
moderada

Grado C: Progresion rapida
Tabla 3. Clasificacion de periodontitis segun la AAP y EFP emitida en junio de 2018. 8°

Grados

El concepto de inflamacion gingival no tratada que progresa hacia la
destruccion del periodonto ha centrado la atencion en la gingivitis inducida por
placa y las afecciones gingivales asociadas como parte del espectro de
enfermedades periodontales. Aunque este concepto ha sido propagado por
estudios clinicos que muestran una asociacién entre inflamacién gingival y pérdida
6sea® 113 estudios longitudinales que examinaron la historia natural de la
enfermedad periodontal no lograron mostrar la conversion completa de la
inflamacioén gingival de larga duracion a periodontitis.®>1! La inflamacién gingival
esta asociada con la progresion a periodontitis,®115-120 sin embargo, la presencia
de inflamacién gingival no significa que todos los sitios afectados estén destinados

a progresar a formas destructivas de enfermedad periodontal.®%118119 | as
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interrelaciones entre la salud y la gingivitis y la periodontitis son complejas y
dependen de una biopelicula simbiotica o disbiotica, de la proporcionalidad de la
respuesta inmune inflamatoria del huésped y de su capacidad para resolver la
inflamacién.®1?1 Hasta la fecha no hay evidencia cientifica que nos permita
diagnosticar qué sitios de gingivitis son susceptibles de progresion a periodontitis.
Por lo tanto, para prevenir la pérdida de insercion y la destruccion del tejido
periodontal, es esencial lidiar con la gingivitis mediante una intervencion

terapéutica local apropiada.

2.2.1. SALUD PERIODONTAL ENFERMEDADES Y CONDICIONES

GINGIVALES

2.2.1.1. SALUD PERIODONTAL

“La salud es un estado de completo bienestar fisico, mental y social, y no
simplemente la ausencia de enfermedad o trastorno”.°®122 En concordancia con
esta definicién, la salud periodontal puede definirse como un estado libre de
inflamacion que permita al individuo llevar a cabo una funciéon normal y estar libre
de enfermedad inflamatoria periodontal. Esto, a su vez, significa que la ausencia
de inflamacion asociada con la gingivitis o la periodontitis, segun se evalla
clinicamente, es un requisito previo para definir la salud periodontal. Por lo tanto, la
salud periodontal puede existir antes del comienzo de la enfermedad o puede

restaurarse en un periodonto anatbmicamente reducido.%°
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a) Evidencia de salud histoldgica

La composicion celular del tejido conjuntivo infiltrado en desarrollo se analizé
en voluntarios humanos que participaron en un modelo de gingivitis experimental
de 21 dias en el que se abolieron las préacticas de higiene oral.?%1?2 A medida que
el indice clinico (indice gingival) para la inflamacion aumentd, la densidad
volumétrica del tejido conjuntivo infiltrado dentro del tejido conectivo no infiltrado en
un area subyacente al epitelio de union aumento significativamente y casi de forma
lineal.?%124 E| tejido conjuntivo infiltrado demostré un aumento significativo de
linfocitos desde la salud hasta la inflamacion (17,0% a 29,9%), concomitantemente
con una disminucion en la densidad numérica de fibroblastos, del 48,1% al 34,9%.
Ademas, la densidad numérica de los leucocitos polimorfonucleares se encontraba
entre 20,8% y 22,6% en todas las etapas, desde la salud hasta la gingivitis. Estos
resultados indican que un infiltrado inflamatorio subyacente al epitelio de unidn
siempre esta presente en los tejidos gingivales que son clinicamente sanos.%0124,

Para estudiar la influencia de la salud gingival a largo plazo, se supervisaron
cinco higienistas dentales con higiene bucal personal Optima durante seis
meses.?%1?5 Se aseguré que en todos los tiempos de observacion (0, 1, 4,y 6
meses) los indices clinicos de placa e inflamacion fueran cercanos a cero. La
densidad volumétrica del tejido conectivo infiltrado frente al tejido conjuntivo no
infiltrado disminuy6 significativamente desde el mes 1 al mes 4. Esto indico que es
necesario un régimen de higiene oral 6ptimo de larga duracion para cualquier
mejora histolégica del infiltrado inflamatorio. Sin embargo, incluso después de seis
meses de practicas supervisadas de higiene bucal, el infiltrado todavia estaba

presente.®0:125
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Mientras que la densidad numérica de los linfocitos dentro del infiltrado
disminuyo6 significativamente, de 18,4% a 5,6%, después de seis meses de
meticulosa higiene oral, la densidad numérica de los fibroblastos aumento
significativamente, del 57,7% al 71,0%. Esto refleja claramente un resultado de
curacion positiva. Sin embargo, debe reconocerse que incluso durante este periodo
de seis meses de higiene oral 6ptima, la densidad numérica de los leucocitos
polimorfonucleares se mantuvo relativamente estable, variando de 20,6% a 17,7%.
Esto, a su vez, significa que en los seres humanos un estado de encia clinicamente
saludable, incluso durante un periodo prolongado, siempre se caracteriza
histolégicamente por un pequefio infiltrado de células inflamatorias.®%124125 Esto
indica que los leucocitos polimorfonucleares tienen la funcién de vigilar de forma
fisiologica los tejidos periodontales. También se han identificado recientemente
linfocitos B de memoria en el tejido periodontal con esta funcién.®®

Por lo tanto, el término de salud clinica periodontal representa una entidad
gue se determina por la ausencia de pérdida de insercién, ausencia de sangrado al
sondaje, ausencia de sondaje mayor a 3 mm, ausencia de enrojecimiento, edema
y pus. Esta condicion esta asociada a la vigilancia inmune fisiolégica en vez de a la

inflamacién patoldgica.®®

b) Determinantes de salud periodontal

Las enfermedades periodontales ya no pueden considerarse infecciones
bacterianas simples, sino mas bien, enfermedades de naturaleza multifactorial que
implican una interaccion entre la microbiota subgingival, las respuestas inmune e

inflamatoria del huésped y los factores modificadores o determinantes del
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entorno.*?® Por lo tanto, la salud periodontal no debe considerarse Gnicamente por
los niveles de placa/bacteria y control, sino que debe abarcar el estudio de todos
los determinantes responsables de la aparicién de la enfermedad, asi como la
restauracion y el mantenimiento de la salud.

Es importante reconocer los determinantes de la salud y de la enfermedad
periodontal como factores modificadores y predisponentes controlables e
incontrolables, siendo su evaluacion para cada paciente crucial para alcanzar y
mantener la salud periodontal clinica. En este contexto, los factores predisponentes
se definen como cualquier agente o afeccién que contribuye a la acumulacion de
placa dental (anatomia del diente, posicion del diente, restauraciones) y los factores
modificadores se definen como cualquier agente o condicion que altera la forma en
gue un individuo responde a la acumulacion de placa subgingival (tabaquismo,
afecciones sistémicas, medicamentos).

Los determinantes de la salud periodontal se clasifican en tres categorias
gue se recogen a continuacion:®°

1. Determinantes microbiol6gicos

a. Composicion de placa supragingival. La placa dental es una
sustancia estructurada, resistente, de color amarillento-grisaceo
gue se adhiere vigorosamente a las superficies duras intraorales.
La composicion principal de la placa dental son microorganismos,
los cuales pueden llegar a exceder los 10° de ellos. La placa
supragingival se encuentra en el margen gingival o sobre éste, y
suele mostrar una organizacion estratificada con varias capas de

morfotipos bacterianos como los cocos gram-positivo, bacilos
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pequefios en la superficie dental, mientras que los bacilos y
filamentos gram-negativos y espiroquetas predominan en la
superficie externa de la placa.l-490-%4

Composicion del biofilm subgingival. La flora microbiana
subgingival es diferente debido a la disponibilidad de productos
sanguineos y el bajo potencial oxidacion-reduccién que
caracteriza el medio anaerobio, siendo de hecho muchos

periodontopatégenos anaerobios.14:90-94

2. Determinantes del huésped

a. Factores Locales

i. Bolsas periodontales. La existencia de bolsas
periodontales previas supone una dificultad en la
higienizacién del paciente para mantener el estado de salud
periodontal, ya que supone una zona de facil acumulo de
colonias bacterianas.90-93

ii. Restauraciones dentales. Las restauraciones mal
ajustadas, con aristas o zonas de retencion de placa
provocan un factor determinante para la salud periodontal
de la zona.14°0-93

iii. Anatomiaradicular. La anatomia radicular puede suponer
un factor local de salud cuando actia como lugar de
retencion de placa. Un ejemplo de esta anatomia es la
exposicion de furca en molares y premolares, defectos

radiculares o invaginaciones.#90-93
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iv.

Posicion dental y apifiamiento. La posicion dental y el
apifiamiento provocan una dificultad afiadida para la
higienizacién de la boca del paciente, ya que pueden existir
zonas de dificil acceso para retirar la placa dental y
provocar por tanto la aparicion de colonias bacterianas que

pudiesen dar lugar a una bolsa periodontal.1-4:90-93

b. Factores sistémicos

Sistema inmune del huésped. Una disminucion del
sistema inmune del paciente provoca una respuesta
insuficiente ante el depodsito de placa o colonizacién
bacteriana de ciertas zonas que dificultan el
establecimiento o mantenimiento de la salud periodontal.-
4,90-93

Salud sistémica. Existen enfermedades sistémicas que
tienen repercusion a nivel periodontal, por lo que la
existencia de salud sistémica supone un factor importante
para la salud periodontal.t490-111

Genética. En los Ultimos afios se ha investigado sobre la
asociacion de la enfermedad periodontal y la herencia
genética. Existen algunas enfermedades hereditarias o de
origen genético que tiene como parte de su manifestacion
a la periodontitis agresiva, por ejemplo, el sindrome de
Papillon-Lefevre. Otras anomalias genéticas como el

sindrome de Down, el sindrome de Ehlers-Danlos e
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hipofosfatemia  provocan destruccion periodontal
significativa. En la actualidad, no hay evidencia solida sobre
la existencia de un patron genético que pueda estar ligado
absolutamente a la enfermedad periodontal, no obstante,
existe una débil conexidn con los genes que controlan la
produccion de la interleucina 1 (IL-1) o con el gen que

controla la glicosiltransferasa (GLT6D).1-4127-129

3. Determinantes ambientales

a. Tabaco. Estudios clinicos controlados han demostrado que los

pacientes fumadores presentan menos inflamacién gingival ante
la presencia de placa y por lo tanto, menos sangrado al sondaje
debido a la disminucion del namero de vasos sanguineos,
provocando una alteracion en la quimiotaxis, fagocitosis y
reacciones oxidativas que lleva a un aumento del nivel de
patégenos en la placa dental, asi como en la colonizacién de
bolsas periodontales.!81-111,130

Medicacion. Existen diferentes farmacos que tiene efecto a nivel
gingival, tales como los anticonceptivos orales, bloqueadores de
los canales de calcio (nifedipino, verapamilo, diltiazem, amlodipino
o felopidino), inmunosupresores (ciclosporinas), antiepilépticos o
el valproato de sodio. Todos ellos predisponen a la aparicion de
enfermedades periodontales, siendo por tanto mas complicado el
mantenimiento de la salud gingival en pacientes que tomen estos

farmacos. 1-4,90-111,131-134
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c. Estrés. Los trastornos psicosomaticos, en particular el estrés, se

ha identificado como determinante de la salud periodontal.
Ejemplo de este factor es el trastorno conocido como “boca de
trinchera” en la que los soldados en condiciones de guerra
desarrollaban gingivitis ulcerativa provocada por el estrés. Este
trastorno psicosomatico también puede provocar alteracion del
sistema inmune mediante la produccion de cortisol por parte de la
corteza suprarrenal, el cual provoca una inactivacion de los
neutréfilos, produccion de inmunoglobulina G y secrecién salival
de inmunoglobulina A, asi como el efecto que se puede provocar
sobre la respuesta inmune celular a través de un aumento de la
liberacion de neurotransmisores como la epinefrina, norepinefrina,
neurocinina y sustancia P.1413%

Nutricion. La nutricibn es un factor determinante de la salud
periodontal importante, ya que se han descrito patologias
provocadas por deficiencias nutricionales concretas como, por

ejemplo, la deficiencia de la vitamina C.1-4°0-111

c) Indicadores de salud periodontal

Existen diferentes indicadores de salud periodontal:®°

1.

Sangrado al sondaje: La ausencia de sangrado al sondaje con una
fuerza inferior a 0.25N sugiere ausencia de inflamacion gingival.
Profundidad de sondaje: Si bien las bolsas poco profundas son

identificativas de salud gingival, las bolsas profundas no tienen que
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ser necesariamente evidencia de enfermedad, ya que las bolsas
profundas pueden permanecer estables y no inflamadas,
especialmente en pacientes con tratamiento periodontal exitoso
durante un largo periodo de tiempo. Por lo tanto, pueden existir bolsas
profundas sanas, lo cual nos lleva a concluir que la profundidad de
sondaje por si solo no es un indicador fiable de salud, sino que hay
gue mantenerlo en relacion con los demas indicadores.
Caracteristicas radiograficas: las caracteristicas radiograficas de un
periodonto normal son lamina dura intacta (tanto lateral como de la
cresta alveolar), sin evidencia de pérdida 6sea en las areas de
furcacién y de una distancia de 2 mm desde la cresta alveolar a la
linea amelocementaria (puede variar de 1 a 3 mm en individuos
sanos). Este pardmetro puede verse afectado con el envejecimiento,
tipo de diente, angulacion del diente, atricién severa o en casos donde
la periodontitis se haya desarrollado y, por definicion, se haya perdido
hueso debido al proceso inflamatorio. En estos casos las radiografias
no constituyen un indicador por si solas.

Movilidad dental: existe movilidad fisiologica del diente y movilidad
patolégica. Es importante diferenciarlas para que constituya un
indicador de salud periodontal. La movilidad no esta recomendada
como indicador debido a que ésta puede ser una adaptacion
fisiologica por traumas oclusales, siendo ademas una situacion

reversible.

Dentro del apartado de la nueva clasificacion llamado “Salud periodontal y
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gingival” se establece como estado de salud aquellos pacientes con salud clinica
gingival con periodonto reducido por periodontitis estable.®®© La enfermedad
periodontal estable se define como un estado en el que la periodontitis ha sido
tratada con éxito a través del control de los factores locales y sistémicos, con
minimo sangrado al sondaje, mejoras en la profundidad de sondaje y en los niveles
de insercion y falta de destruccion progresiva. También existe el concepto de
remision/control de la enfermedad periodontal, el cual se define como un periodo
en el transcurso de la enfermedad durante el cual el tratamiento ha conseguido la
reduccion (aunque no en la resolucion total) de la inflamaciéon y una mejora en los
niveles de profundidad de sondaje y de insercién, pero no un control éptimo
factores. Este puede ser un resultado de tratamiento razonable para los individuos
con factores modificadores incontrolables.*

Tras esta informacion, podemos establecer cuatro niveles de salud
periodontal en funcién de los indicadores de salud del periodonto (insercién y nivel
0seo0), asi como en la habilidad para controlar los factores modificadores y los
resultados relativos al tratamiento:*°

1. Salud periodontal original: definido como ausencia total de inflamacion en
periodonto con soporte normal.

2. Salud periodontal clinica: caracterizada por ausencia o niveles minimos de
inflamacion clinica en periodonto con soporte normal.

3. Enfermedad periodontal estable: con periodonto reducido y control de los
factores modificadores del tratamiento que producen niveles minimos de
inflamacion y respuesta Optima al tratamiento. Es el objetivo de todo

tratamiento periodontal.
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4. Enfermedad periodontal controlada/remitida: con periodonto reducido y sin

control de los factores modificadores que provocan una disminucion
importante de la inflamacion y una estabilizacion en la progresion de la

enfermedad.

2.2.1.2. GINGIVITIS INDUCIDA POR PLACA DENTAL

La gingivitis es una enfermedad inflamatoria de los tejidos de soporte
dentales, afectando en primera instancia a la encia. Dicha afectacion podria pasar
a estadios mas avanzados dando lugar a la aparicion de periodontitis en la cual
dicha inflamacion e infeccion (ya en este caso), lleva a la destruccion de los tejidos
de soporte de los dientes, encia, ligamento periodontal y hueso alveolar?’. La
inflamacion gingival se considera un requisito previo necesario para el desarrollo
posterior de la periodontitis y la pérdida progresiva de insercion alrededor de los
dientes.®>1%6 El manejo de la gingivitis es por lo tanto una estrategia preventiva
primaria clave para la periodontitis y una estrategia preventiva secundaria para la
recurrencia de la periodontitis.%*

La gingivitis mas frecuente es aquella desarrollada por acumulo de placa
dental. Incluso cuando los niveles de biopelicula de la placa dental se reducen al
minimo, un infiltrado inflamatorio esta presente en los tejidos gingivales como parte
de una vigilancia inmune fisiologica. Sin embargo, el inicio de la gingivitis ocurre Si
la placa dental se acumula durante dias 0 semanas sin interrupcion o remocion,
debido a una pérdida de simbiosis entre la biopelicula y la respuesta
inmunoinflamatoria del huésped, y al desarrollo de una disbiosis incipiente.

Diversos factores sistémicos, que incluyen endocrinopatias, afecciones
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hematoldgicas, dieta y medicamentos, pueden modificar la respuesta inmune
inflamatoria. La gingivitis asociada con la placa y/o las fluctuaciones hormonales
endogenas, las drogas, las enfermedades sistémicas y la malnutricion exhiben
varias caracteristicas esenciales. Las caracteristicas universales de estas
condiciones gingivales incluyen: signos y sintomas clinicos de inflamacion que se
confinan a la encia libre y adherida y no se extienden mas alla de la union
mucogingival; reversibilidad de la inflamacion al alterar o eliminar la placa dental; la
presencia de una carga alta de placa bacteriana para iniciar y/o agravar la gravedad
de la lesion (aunque esto varia entre individuos); y niveles de unién estables en un
periodonto, que pueden o no haber experimentado una pérdida de unién o hueso
alveolar previo.%

En la gingivitis se dan una secuencia de eventos que provocan que podamos
dividirla en diferentes etapas: etapa inicial, etapa temprana y etapa establecida. Las

diferencias de cada etapa y sus caracteristicas recogen en la tabla 4.1

a) Gingivitis inducida por placa

La gingivitis inducida por placa es una respuesta inflamatoria de los tejidos
gingivales que resulta de la acumulacion de placa bacteriana localizada en y debajo
del margen gingival.®**3” No provoca directamente la pérdida de los dientes, sin
embargo, es el primer escaldn para dar paso a la periodontitis, por lo que constituye
como hemos dicho anteriormente el primer escaldn preventivo. Los datos muestran
gue la gingivitis inducida por placa dental es prevalente en todas las edades en

poblaciéon dentada y es considerada la enfermedad del periodonto mas comuin.®*-138-

142
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La placa es un material adherente compuesto de bacterias, moco y residuos de
alimentos que se acumula en las areas expuestas del diente. Si la placa no se
elimina, se calcificay se convierte en un depdésito duro denominado sarro (o calculo)
gue queda atrapado y retenido en la base del diente. La bacterias y toxinas que se
encuentran tanto en la placa como en el sarro irritan las encias, tornandolas muy
sensibles. Cuando no existe patologia, las encias son levemente sensibles y la

exploracién de las mismas resulta indolora.®t

Etapas de la gingivitis

Células
Tiempo @ Vasos Epitelio de unién y Hallazgos
Etapa inmunes Colageno
(dias) sanguineos | del surco clinicos
predominantes

Infiltracion por parte

Dilatacién Flujo de
. Lesion de los Pérdida
2a4 vascular PMN liquido
inicial polimorfonucleares perivascular
Vasculitis crevicular
(PMN)

Lo mismo que en

etapa | Mayor
Eritema
Il. Lesién | 4 a 7 Proliferacion = Formacion de pérdida
Linfocitos Hemorragia
temprana dias vascular proyecciones alrededor
al sondaje
interpapilares del infiltrado
Areas atréficas
Lo mismo
Cambios de
gue en etapa | Lo mismo que en
IIl.  Lesién Células Pérdidas color,
14a21 Il, ademas @ etapa ll, pero mas
establecida plasmaticas continuas tamanio,

de estasia | avanzado
textura, etc.
sanguinea

Tabla 4. Etapas de las gingivitis y sus caracteristicas.*
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La gingivitis inducida por placa comienza en el margen gingival y puede
diseminarse a través de la encia restante. Los pacientes pueden notar sintomas
gue incluyen sangrado con cepillado dental, sangre en la saliva, hinchazon y
enrojecimiento gingival y halitosis en el caso de formas establecidas como hemos
explicado anteriormente.®143.144 | 3 intensidad de los signos y sintomas clinicos
variara entre individuos, asi como entre sitios dentro de una denticién. Los signos
clinicos comunes de la gingivitis inducida por placa incluyen eritema, edema,
hemorragia, hipersensibilidad y agrandamiento.®?:145146 | g severidad de la gingivitis
inducida por placa puede verse influida por la anatomia de los dientes y las raices,
asi como por los margenes de las restauraciones.

Los cambios histopatoldgicos incluyen el alargamiento de crestas en el tejido
conectivo gingival, vasculitis de vasos sanguineos adyacentes al epitelio de union,
destruccion progresiva de la red de fibras de coldgeno con cambios en los tipos de
colageno, alteraciones citopatologicas de fibroblastos residentes y un infiltrado
inflamatorio/inmune celular progresivo.®4” Aunque estudios recientes sugieren
gue las bacterias asociadas con la gingivitis son distintas de las asociadas con la
salud o la periodontitis,®1148-151 se necesitan mas estudios para definir claramente
la comunidad microbiana de la gingivitis. En este sentido, la gingivitis es una
enfermedad inflamatoria inducida por una placa dental inespecifica, un concepto

gue permanece sin cambios desde 1999.

b) Gingivitis asociada al acimulo de placa en periodonto reducido
Después del tratamiento periodontal activo y la resolucion de la inflamacién

causada por la periodontitis, el tejido periodontal no esta clinicamente inflamado,
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pero si presenta una menor adhesion del tejido conectivo y altura del hueso
alveolar. La gingivitis inducida por placa en un periodonto reducido se caracteriza
por el retorno de la inflamacién inducida bacterianamente al margen gingival en un
periodonto reducido sin evidencia de pérdida de unidn progresiva (es decir, sin
indicacion de enfermedad activa). El hallazgo clinico y microbiolégico comun es la
misma gingivitis inducida por la placa en un periodonto completo, excepto por la
presencia de pérdida de insercion preexistente y, por lo tanto, un mayor riesgo de

periodontitis.®1:142

c) Factores modificadores de la gingivitis inducida por placa
Existen factores sistémicos que contribuyen a la gingivitis, como cambios
hormonales relacionados con la pubertad, menstruacién o embarazo o patologia de
indole endocrina como la diabetes. Estas condiciones sistémicas provocan una
reaccion exacerbada debido a una respuesta modificada de las funciones celulares

e inmunoldégicas.**

e Placainducida por exceso de hormonas esteroideas
La homeostasis dentro del periodonto involucra relaciones endocrinas
complejas y multifactoriales. Se han llevado a cabo diferentes estudios sobre la
modulacién provocada por andrégenos, estrégenos y progestinas en las respuestas
de los tejidos dentro del periodonto en diferentes momentos de la vida de una
persona. Los niveles elevados de hormonas esteroideas junto con las bacterias de
la placa son necesarias para producir una respuesta inflamatoria gingival.%1:153-155
Sin embargo, la composicion de la flora bacteriana para que se dé esta condicion

no ha sido identificada.®1:1%°
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e Pubertad

La incidencia y severidad de la gingivitis en adolescentes es influenciada por
numerosos factores, tales como la placa dental, las caries, la respiracion oral, el
apifiamiento y la erupcién dental. Asi mismo, también podemos encontrar un
aumento dramatico en los niveles de hormonas esteroides durante la pubertad que
tiene un efecto transitorio sobre el estado inflamatorio de la encia. Aunque la
gingivitis asociada a la pubertad tiene muchas de las caracteristicas clinicas de la
gingivitis inducida por placa, es la propension a desarrollar signos de inflamacion
gingival en presencia de cantidades relativamente pequefias de placa durante el
periodo puberal la clave para distinguir esta condicién.%:

e Ciclo menstrual

Durante el ciclo menstrual se han documentado cambios inflamatorios
significativos y observables en la encia.®:1%6.157 Sin embargo, la mayoria de los
estudios clinicos han demostrado que solo hay cambios inflamatorios modestos que
pueden observarse durante la ovulacion.®*157-160, Se ha demostrado que el flujo de
fluido crevicular gingival aumenta al menos un 20% durante la ovulacion en mas del
75% de las mujeres analizadas'®!, y otros estudios también han mostrado un
cambio modesto en mujeres con inflamacién periodontal preexistente'62-164, Estos
datos no son extensibles a todas las mujeres, ya que si existe una cohorte muy
pequefia de mujeres que son extremadamente sensibles a los cambios hormonales
en la encia durante el ciclo menstrual, la mayoria de las mujeres con inflamacion
gingival asociada al ciclo menstrual presentaran signos clinicamente no detectables

de la condicién.91161-164

Estudio clinico prospectivo controlado a doble ciego sobre la prevencién de la gingivitis con suplemento 58
nutricional a base de proantocianidinas oligoméricas.



Tesis Doctoral Rosa Maria Diaz Sanchez, 2018

e Embarazo
Durante el embarazo la prevalencia y gravedad de la gingivitis es elevada y
con frecuencia no estan relacionadas con la cantidad de placa presente 90:122,163-166
Las caracteristicas de la gingivitis asociada al embarazo son similares a la gingivitis
inducida por placa, exceptuando que la propension a desarrollar gingivitis es mayor
en presencia de cantidades pequefias de placa dental. El embarazo también es una
condicién que puede asociarse a la aparicion de granulomas piégenos.°1:123,165-168
e Anticonceptivos orales
Las caracteristicas de la gingivitis asociada con anticonceptivos orales en
mujeres premenopausicas son similares a la gingivitis inducida por placa, excepto
la propension a desarrollar signos de inflamacion gingival en presencia de
cantidades relativamente pequeiias de placa. Las concentraciones de los
anticonceptivos orales actuales son mucho mas bajas que las dosis originales que
se informaron en los estudios clinicos iniciales, por lo que las formulaciones
actuales no inducen los cambios clinicos en la encia que se informaron con

anticonceptivos de dosis alta.91:169

d) Gingivitis por placa exacerbada por condiciones sistémicas
La hiperglucemia, las neoplasias malignas hematologicas y las deficiencias
de nutrientes son una coleccion notablemente diversa de estados sistémicos que
pueden afectar los tejidos gingivales. En condiciones sistémicas especificas, como
hiperglucemia, leucemias agudas y/o deficiencia de vitamina C, las bacterias de la

placa son necesarias para producir una respuesta gingival.%*
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e Hiperglucemia
La gingivitis es una caracteristica que se encuentra en nifios con diabetes
mellitus tipo | mal controlada, y el nivel de control glucémico puede ser mas
importante para determinar la gravedad de la inflamacion gingival que la calidad del
control de la placa. En adultos con diabetes mellitus es mucho mas dificil detectar
los efectos de esta enfermedad endocrina en las enfermedades gingivales.%t:170.171
e Leucemia
Las manifestaciones orales se han descrito principalmente en la leucemia
aguda y consisten en linfadenopatia cervical, petequias y Ulceras de la mucosa, asi
como inflamacién y agrandamiento gingival.®17? Los signos de inflamacion en la
encia incluyen tejidos hinchados, vidriados y esponjosos que son de color rojo a
purpura.®173 El sangrado gingival es un signo comun en pacientes con leucemia y
es el signo oral inicial en el 17,7% (leucemia aguda) y el 4,4% (leucemia crénica)
de los pacientes.%172 E| sangrado se debe a la trombocitopenia y deficiencias del
factor de coagulaciébn que puede presentarse en estados preleucémicos como
signo inicial.®*'"* También se ha informado de un agrandamiento gingival, que
inicialmente comienza en la papila interdental seguida por la encia marginal y
adherida.®1172174 E| agrandamiento es causado por la infiltraciéon en la encia de
células leucémicas.®>’* Aunque los irritantes locales pueden predisponer a
exacerbar la respuesta gingival en la leucemia, no son un requisito previo para que
se formen lesiones en la cavidad oral.%173
e Tabaco
Los estudios epidemioldgicos han revelado que fumar es uno de los factores

de riesgo ambientales mas importantes relacionados con el estilo de vida para la
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enfermedad periodontal.®>'"> Tanto los efectos locales como los sistémicos del
humo del cigarrillo deben considerarse como factor de riesgo. El humo del cigarrillo
inhalado se absorbe de los vasos capilares a través del epitelio alveolar pulmonar
y entra en la circulacién general, mientras que la exposicion directa del humo del
cigarrillo inhalado a los tejidos periodontales provoca vasoconstriccion de la
microcirculaciéon periodontal y fibrosis gingival.®*17® La acumulacién de placa y la
progresion de la enfermedad se exacerban en los fumadores, sin embargo, los
fumadores tienen menos signos y sintomas clinicos de inflamacién gingival por la
vasoconstriccion provocada y, por lo tanto, fumar puede enmascarar la
enfermedad.%%177
e Malnutricién

El papel preciso de la nutricibn en el inicio o la progresiéon de las
enfermedades periodontales alin no se ha dilucidado, lo que conduce a una
escasez de informacion disponible sobre los efectos de casi todas las deficiencias
nutricionales en los tejidos periodontales humanos. La Unica deficiencia nutricional
gue tiene efectos bien documentados en el periodonto implica el agotamiento de
acido ascoérbico en plasma (es decir, vitamina C). °1178179 Aunque el escorbuto es
inusual en areas con un suministro adecuado de alimentos, ciertas poblaciones con
dietas restringidas (nifios de familias con bajo nivel socioeconémicas, ancianos
institucionalizados y alcohélicos) corren el riesgo de desarrollar esta afeccion.®1:180
La necesidad de acido ascérbico en la dieta para tener salud periodontal es un
hecho,?1178.179.181 hor |o que es objeto de nuestro trabajo el estudio de la asociaciéon
de este compuesto con las proantocianidinas oligoméricas en la prevencion de las

enfermedades periodontales, ya que en ausencia de escorbuto establecido,
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detectar niveles bajos de acido ascoérbico es complicado®:182 y cuando se detecta,
por lo general tiene caracteristicas que son similares a la gingivitis inducida por

placa.

e) Gingivitis por placa exacerbada por factores orales

El inicio y el progreso de la inflamacion gingival pueden modificarse o
exacerbarse por diversos factores orales (locales).**

e Margenes de restauraciones subgingivales prominentes.

La convexidad subgingival y el margen de una restauracion son muy
importantes en el control de placa especifico del sitio y estan estrechamente
relacionados con la salud gingival.®*'® Los margenes prominentes de
restauraciones subgingivales promueven la gingivitis al aumentar la acumulacion
local de placa bacteriana. Por lo tanto, los margenes de restauracién subgingival
deben disefiarse cuidadosamente para minimizar la retencion de placa.

e Hiposalivacion

La xerostomia es un sintoma causado por una pérdida percibida de saliva
en la cavidad oral. Por lo tanto, el término "hiposalivacion” se emplea aqui como un
término de diagndstico. Se sabe que algunas afecciones/enfermedades como el
sindrome de Sjogren, la ansiedad y la diabetes mal controlada pueden causar
xerostomia debido a la hiposalivacion.®184185 Es importante destacar que se
observa con frecuencia como un efecto secundario de medicamentos como
antihistaminicos, descongestionantes, antidepresivos y antihipertensivos. La
hiposalivacion puede causar caries dentales progresivas, trastornos del gusto,

halitosis e inflamacion de la mucosa oral, la lengua y la encia.®'186.187 | a sequedad
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en la boca puede dificultar el control de la placa y la inflamacion gingival puede
empeorar.
e Agrandamiento gingival por farmacos

El agrandamiento gingival inducido por medicacion es cada dia mas
frecuente, debido a que la lista de farmacos que provocan este efecto va en
aumento. En esta lista se encuentran farmacos anticonvulsivos como la fenitoina o
el valproato de sodio, inmunosupresores como la ciclosporina, bloqueantes de los
canales del calcio como el nifedipino, verapamilo, diltiazem, amlodipino o felodipina,
asi como también se ha relacionado el agrandamiento gingival con la toma por parte
de mujeres premenopausicas de anticonceptivos orales a dosis altas.?1188-1%0 parg
condiciones gingivales influenciadas por farmacos, es necesaria la combinacion de
las bacterias de la placa junto con el medicamento para producir una respuesta
gingival. Sin embargo, no todas las personas que toman estos medicamentos
desarrollardn agrandamiento de los tejidos gingivales, lo que sugiere una
susceptibilidad que requiere caracteristicas especificas.®>1%t Ademas, algunos
pacientes con agrandamiento gingival influenciado por farmacos no presentan
gingivitis evidente en los sitios afectados.

Las caracteristicas clinicas comunes de los agrandamientos gingivales
influenciadas por farmacos incluyen variaciones en los patrones de agrandamiento
entre pacientes teniendo en cuenta factores como la predisposicion genética,%%18°
una tendencia a ocurrir mas a menudo en la encia anterior, una mayor prevalencia
en grupos de menor edad,®>1921% yna aparicién tras tres meses de uso que
generalmente se observa por primera vez en la papila, y, aunque se puede

encontrar en un periodonto con o sin pérdida 6sea, no se asocia con la pérdida de
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insercion del diente.®19219  Finalmente, todos estos farmacos producen lesiones

clinicas y caracteristicas histdricas que no se distinguen entre si.

2.2.1.3. GINGIVITIS NO INDUCIDA POR PLACA DENTAL

Mientras que la gingivitis inducida por placa es una de las enfermedades
inflamatorias humanas mas comunes, varias enfermedades gingivales no inducidas
por placa son menos comunes, pero a menudo de mayor importancia para los
pacientes. Las lesiones gingivales no inducidas por placa son a menudo
manifestaciones de afecciones sistémicas, pero también pueden representar
cambios patolégicos limitados a los tejidos gingivales.®?

Tal y como se ha expuesto ya en el presente trabajo, con motivo de la
celebraciéon del Europerio9 en Amsterdam se ha presentado también la nueva
clasificacion de las enfermedades gingivales no inducidas por placa dental, en la
cual se procede a la creacion de una nomenclatura mas completa y la inclusion de
codigos diagnésticos ICD-10 para diferenciarse de la clasificacion hasta el
momento vigente propuesta en 1999. La clasificacion emitida por Holmstrup y cols.

se recoge en la tabla 5.%?

2.2.2. PERIODONTITIS

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria crénica multifactorial
asociada con las biopeliculas de placas disbioticas y caracterizada por la
destruccion progresiva del aparato de soporte de los dientes. Sus caracteristicas
principales incluyen la pérdida de soporte de tejido periodontal, que se manifiesta a

través de la pérdida de insercion clinica y la pérdida O0sea alveolar evaluada
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radiograficamente, la presencia de bolsas periodontales y hemorragia gingival. La

periodontitis es un importante problema de salud publica debido a su alta

prevalencia; puede ocasionar pérdida de dientes, afectar negativamente la funcion

masticatoria y la estética, ser una fuente de desigualdad social y afectar la calidad

de vida.95-101

La periodontitis se dividia segun la ultima clasificacion aceptada en 1999 en

las siguientes categorias: 1%

Periodontitis cronica, que representa las formas de enfermedad periodontal
destructiva que generalmente se caracterizan por una progresion lenta.
Periodontitis agresiva, un grupo de formas de periodontitis altamente
destructivas que afecta principalmente a individuos jovenes, incluyendo
afecciones clasificadas anteriormente como "periodontitis de inicio
temprano" y "periodontitis de progresién rapida".

Periodontitis como manifestacion de enfermedad sistémica, un grupo
heterogéneo de afecciones patolégicas sistémicas que incluyen la
periodontitis como manifestacion.

Enfermedades periodontales necrosantes, un grupo de condiciones que
comparten un fenotipo caracteristico en el que la necrosis de los tejidos
gingivales o periodontales es una caracteristica destacada.

Abscesos periodontales, una entidad clinica con distintas caracteristicas de

diagnéstico y requisitos de tratamiento.

Sin embargo, aunque esta clasificacion ha sido ampliamente utilizada

durante los ultimos 17 afos, tiene numerosas deficiencias. El objetivo del grupo de

Estudio clinico prospectivo controlado a doble ciego sobre la prevencién de la gingivitis con suplemento 65

nutricional a base de proantocianidinas oligoméricas.



Tesis Doctoral Rosa Maria Diaz Sanchez, 2018

trabajo establecido para publicar y actualizar la nueva calcificacion este afio ha
tenido como objetivo incorporar nuevos conocimientos con respecto a la
epidemiologia, etiologia y patogénesis para poder proponer asi una clasificacion
con parametros actualizados. Se ha adoptado un nuevo esquema de clasificacion
de periodontitis, en el que las formas de la enfermedad previamente reconocidas
como "crénicas" o "agresivas" se agrupan ahora en una sola categoria
("periodontitis™) y se caracterizan en funcién de un sistema multidimensional de
estadificacion y clasificacion. La estadificacidon depende en gran medida de la
gravedad de la enfermedad en la presentacion y de la complejidad del tratamiento
de la enfermedad, mientras que la clasificacion proporciona informacion
complementaria sobre las caracteristicas biologicas de la enfermedad, incluido un
analisis basado en la historia de la tasa de progresion de periodontitis; evaluacion
del riesgo de mayor progresion; analisis de posibles malos resultados del
tratamiento; y evaluacion del riesgo de que la enfermedad o su tratamiento pueda
afectar negativamente a la salud general del paciente.®5-101

Las enfermedades periodontales necrotizantes, cuyo fenotipo clinico
caracteristico incluye caracteristicas tipicas (necrosis papilar, hemorragia y dolor) y
se asocian con alteraciones de la respuesta inmunitaria del huésped, siguen siendo
una categoria distinta de periodontitis.89:95,99,100

Las lesiones endodonticas-periodontales, definidas por una comunicacion
patolégica entre los tejidos pulpares y periodontales en un diente dado, se
presentan de forma aguda o cronica, y se clasifican de acuerdo con los signos y

sintomas que tienen un impacto directo en su prondstico y tratamiento.
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ENFERMEDADES Y CONDICIONES GINGIVALES NO INDUCIDAS POR PLACA

Enfermedades Fibromatosis hereditaria gingival

genéticas o del
desarrollo
Infecciones especificas Origen bacteriano Enfermedad periodontal necrotizante
Neisseria gonorrhoeae (Gonorrea)
Treponema pallidum (Sifilis)
Mycobacterium tuberculosis
Gingivitis estreptococica
Origen viral Virus coxsackie (Enfermedad mano-pie-boca)
Herpes simplex 1y 2 (Primario o recurrente)
Virus varicella-zoster
Molluscum contagiosum virus
Virus del papiloma humano (papiloma de
células escamosas, condiloma acuminado,
verruga vulgar, hiperplasia epitelial focal)
Origen fangico Candidiasis
Otras micosis (Histoplasmosis, aspergillosis)
Condiciones y lesiones Reacciones de Alergia de contacto
inflamatorias y hipersensibilidad Gingivitis de células plasmaticas.
autoinmunes Eritema multiforme.
Enfermedades autoinmunes Pénfigo vulgar
de la piel y de las membranas Penfigoide
mucosas Liquen plano

Lupus eritematoso

Condiciones inflamatorias Enfermedad de Crohn
granulomatosas Sarcoidosis

Procesos reactivos o Epulis fibroso

epuloides Granuloma fibroblastico calcificante

Granuloma piégeno

Granuloma periférico de células gigantes

Estudio clinico prospectivo controlado a doble ciego sobre la prevencion de la gingivitis con suplemento 67
nutricional a base de proantocianidinas oligoméricas.



425104,

$ ‘e
| ?IAS Tesis Doctoral Rosa Maria Diaz Sanchez, 2018
<4

Neoplasmas Premaligno Leucoplasia

Eritroleucoplasia

Maligno Carcinoma de células escamosas

Leucemia
Linfoma

Enfermedades Deficiencias vitaminicas

endocrinas, Deficiencia de vitamina C

nutricionales y

metabdlicas

Lesiones traumaticas Lesiones mecanicas Queratosis friccional

Ulceracion provocada por cepillado dental
Autolesiones
Lesiones quimicas Acido
Acido acetilsalicilico
Cocaina
Peréxido de Hidrogeno
Dentifricos
Paralformaldehidos o hidréxido de calcio
Quemaduras
Pigmentacién Gingival Melanoplaquia
Melanosis del fumador
Pigmentacién inducida por farmacos

Tatuaje de amalgama

Tabla 5. Enfermedades y condiciones gingivales no inducidas por placa.

Los abscesos periodontales se definen como lesiones agudas
caracterizadas por acumulacion localizada de pus dentro de la pared gingival de la
bolsa o surco periodontal, destruccion rapida del tejido y se asocian con riesgo de
diseminacion sistémica.?®1%® Las revisiones hasta el momento del estado de la

cuestion se recogen en las tablas 6 y 7.190
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Severidad

Complejidad

Extension

distribucién

Estado periodontal

Pérdida de
insercion  clinica
interproximal

Pérdida Osea

radiografica
Pérdida de

dientes

Local

Estadio |

la2mm

Tercio  coronal

(menos del 15%)

Estadio Il

3ad4mm

Tercio  coronal

(del 15 al 33%)

Sin pérdida de dientes debido a la

periodontitis

Profundidad de
sondaje maxima
de 4 mm

6sea

Pérdida

horizontal

Profundidad de
sondaje maxima
de 5 mm

6sea

Pérdida

horizontal

generalizado o patron de afectacion molar/incisivo.

Estadio IlI

Mas de 5mm

2 De la mitad del
tercio coronal

<4 dientes
perdidos por
periodontitis
Ademas de la
complejidad del
Estadio II:
Profundidad de
sondaje 26mm
Pérdida Osea
vertical 23mm
Defecto de Furca
Clase Il o lll
Defecto

moderado cresta

Estadio IV

Mas de 5mm

2 De la mitad del
tercio coronal

=5 dientes
perdidos por
periodontitis
Ademés de la
complejidad del
Estadio III:
Necesidad de
rehabilitacion
compleja debido
a:

Disfuncion
masticatoria
Traumatismo
oclusal
secundario
(grado de
movilidad dental
>2)
Defecto severo
de la cresta y
colapso de Ila
mordida
Menos de 20
dientes (10 pares

opuestos)

)/ Para cada etapa, se describe la extensién como patrén localizado (<30% de los dientes afectados),

Tabla 6. Clasificacion de la periodontitis basada en etapas definidas por la gravedad (segun el

nivel de pérdida de insercion clinica interdental, pérdida 6sea radiogréafica y pérdida de dientes),

complejidad y extensién y distribucion.100
I
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Grado de periodontitis

Criterios Evidencia directa

primarios

de la progresion

Factores modificadores

Datos
longitudinales
(Pérdida
radiografica o)
pérdida d6sea de
insercion clinica)
% Pérdida de
hueso/Edad

Fenotipo

Tabaco

Diabetes

Grado A:
Baja tasa de
progresion

Sin evidencia de

pérdida en los

tltimo 5 afios

<0.25

Gran depoésito de
placa con niveles
bajos de

destruccién

No fumadores

Glucemia normal/
NO diagnéstico

de diabetes

Grado B:

Tasa moderada
de progresion
Menos de 2mm
de pérdida en los

tltimos 5 afios

0.25a1.0

Destruccion
acode con el

depdsito de placa

< de 10 cigarrillos
al dia
Hemoglobina
glicosilada
(HbAlc) <7% en
pacientes

con

diabetes

Grado C:
Alta tasa de
progresion

Mas de 2 mm de

pérdida en los

tltimos 5 afios

>1.0

Destruccion
excede la
expectativa
segun los
depdsitos de
placa; clinica

especifica de

patrones de
rapida
progresion  y/o

inicio temprano
de la enfermedad
> de 10 cigarrillos
al dia

HbA1c 27% en
pacientes

con

diabetes

Tabla 7. Clasificacién de la periodontitis segun los grados que reflejan las caracteristicas

bioldgicas de la enfermedad, incluida la evidencia o el riesgo de progresion rapida, respuesta

anticipada al tratamiento y efectos sobre la salud sistémica.1%
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Otros de los puntos a actualizar son las enfermedades necrotizantes
periodontales. Estas se caracterizan por tres caracteristicas clinicas tipicas
(necrosis papilar, hemorragia y dolor) y se asocian con la respuesta inmune del
huésped y algunas deficiencias, que deberian considerarse en la clasificacion de
estas condiciones (Tabla 8).1%

Las lesiones endododnticas-periodontales se definen como una patologia
comunicante entre la pulpa y los tejidos periodontales en un diente dado, se
presentan de forma aguda o forma crénica, y debe clasificarse segun sus signos y
sintomas, los cuales tienen un impacto directo en su prondstico y tratamiento. Estos
signo o sintomas son la presencia o ausencia de fracturas, perforaciones y

presencia o ausencia de periodontitis (Tabla 9). 95100

Categoria Pacientes Condiciones predisponentes Condicién clinica
Enfermedad Adultos VIH+/SIDA con recuento de CD4 Gingivitis necrotizante (GN)
periodontal <200 y carga viral detectable Periodontitis necrotizante
necrotizante Otras condiciones sistémicas (PN)
crénica severas (Inmunosupresion) Estomatitis necrotizante
Nifios Malnutricién severa (EN)

Condiciones de vida extremas

Mdltiples infecciones (virales)
Enfermedad En pacientes Factores no controlados: Estrés, GN generalizada. Posible
periodontal con gingivitis nutricién, tabaco y habitos progresion a PN.
necrotizante en PN previa con crateres residuales
pacientes Factores locales: Proximidad de las GN localizada.  Posible
comprometidos raices, malposiciéon dentaria progresion a PN.
temporal ' En pacientes Factores comunes predisponentes GN. Progresion infrecuente.

el ECEIENIER  periodontales para PN PN. Progresién infrecuente.

Tabla 8. Clasificacion de Enfermedades Periodontales Necrotizantes (EPN).100
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Los abscesos periodontales ocurren con mayor frecuencia en bolsas

periodontales preexistentes y deben ser clasificados de acuerdo a su etiologia. Se

caracterizan por acumulacion localizada de pus dentro de la pared gingival de la

bolsa/surco periodontal,

causa destruccion

rapida del

tejido que puede

comprometer el pronéstico del diente. Estan asociados con riesgo de diseminacién

sistémica. Las actualizaciones en los abscesos periodontales se recogen en la tabla

10_95.100

Lesiones endo-perio con dafio

radicular

Lesiones endo-perio sin dafio

radicular

Fractura o crack de la raiz

Perforacion de camara pulpar o canal radicular

Reabsorcion radicular externa
Lesiones endo-perio en pacientes

con periodontitis

Lesiones endo-perio en pacientes

sin periodontitis

Grado | — Bolsa periodontal
profunda y estrecha en una
superficie del diente

Grado Il — Bolsa periodontal

ancha y profunda en una
superficie del diente
Grado Ill — Bolsas periodontales
profundas en mas de una
superficie del diente
Grado | — Bolsa periodontal
profunda y estrecha en una
superficie del diente
Grado Il — Bolsa periodontal
ancha y profunda en una
superficie del diente
Grado Il — Bolsas periodontales
profundas mas de

en una

superficie del diente

Tabla 9. Clasificacion de Lesiones Endo-Periodontales.100
1
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Absceso periodontal

en pacientes  con
periodontitis (en una
bolsa periodontal pre-

existente)

Absceso periodontal

en pacientes sin

periodontitis (sin
obligatoriedad de

bolsa periodontal pre-

existente)

Exacerbacion aguda

Tras el tratamiento Tras raspado
Tras cirugia

Tras medicacion

Impactacion

Habitos dafiinos

Factores ortodéncicos

Hiperplasia gingival

Alteracion de la Alteraciones anatémicas

superficie radicular severas
Alteraciones anatomicas

menores

latrogenias

Dafio radicular severo

Periodontitis no tratada

Respuesta inadecuada al tratamiento periodontal

Terapia periodontal de mantenimiento

Antimicrobianos
sistémicos
Otros farmacos:
nifedipino

Hilo dental, elastico de
ortodoncia, palilo de
dientes, dique de goma,
restos de palomitas de
maiz, etc.
Morderse las ufias,
apretar alambres, etc.
Fuerzas ortodoncicas o
mordida cruzada

Diente invaginado u
odontodisplasia
Desgarros de cemento,
esmalte o

perlas del

surcos del desarrollo

Perforaciones

Fisura, fractura o]
sindrome del diente
fisurado

Reabsorcién radicular externa

Tabla 10. Clasificacién de abscesos periodontales basados en los factores etiolégicos

involucrados19o,

Estudio clinico prospectivo controlado a doble ciego sobre la prevencion de la gingivitis con suplemento

nutricional a base de proantocianidinas oligoméricas.

73



Tesis Doctoral Rosa Maria Diaz Sanchez, 2018

2.3. INDICES GINGIVALES Y PERIODONTALES

Las enfermedades inflamatorias de la encia y del periodonto, sus
sintomas y el desencadenante de dichas afecciones, la placa microbiana,
pueden determinarse clinicamente mediante indices cualitativos y/o

cuantitativos. Los indices sirven principalmente para elaborar estudios
epidemioldgicos, pero también pueden formar parte de un estudio individual.

e La aparicion de los indices surge en los afios 40 por la necesidad de trabajar
estadisticamente con los datos recogidos en las consultas de una forma objetiva y
unificando los criterios de diagnéstico de las distintas patologias periodontales en
nuestros pacientes.1%

Los indices son expresiones numeéricas de criterios diagndsticos
definidos. Un buen indice debe proporcionar informacion cuantitativa y cualitativa
sobre los criterios investigados (enfermedad, sus causas) y ser simple, objetivo,
reproducible, rapido y préactico, utilizable por el personal auxiliar y susceptible
de ser tratado por medios estadisticos. Existen indices muy Utiles para hacer
estudios epidemioldgicos, sin embargo, a nivel individual en el paciente resultan
poco practicos para la motivacion y el control de la patologia, por lo que cuando
hablamos de indices debemos diferencias dos clases:%

e Indices epidemioldgicos poblacionales: tiene como finalidad realizar
estudios sobre la poblacién para determinar las causas o la evolucion de la
enfermedad periodontal que se vaya a estudiar. En estos indices se
evallan ciertos dientes o ciertas caras de dientes seleccionados para
obtener unos datos que seran baremados para extraer conclusiones

determinadas.
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e Indices individuales: se basan en la realizacion de registros repetidos a lo

largo del tratamiento de un paciente que sirven para observar la evolucion
de la enfermedad y eficacia del tratamiento, para motivar al paciente
implicandolo en el éxito o fracaso del tratamiento realizando un mapa de

todo el estado bucodental del paciente.

Existen muchos indices descritos en la literatura para el estudio de las
enfermedades gingivales. Pueden clasificarse en tres grandes grupos; indices de

higiene oral y célculo, indices gingivales e indices periodontales y de tratamiento.-

4,196

2.3.1. INDICES DE HIGIENE ORAL Y CALCULO
Los indices de higiene oral y calculo hacen referencia a los indices de placa
(valoracion de placa depositada en la superficie dental), los indices de higiene
(valoracion de superficie libre de placa) o a los indices de depésito de célculo

supra y subgingival.196-198

e Indice de Sillness y Loe
En 1964, Sillness y Loe determinaron un indice de higiene en el cual se
mide el grosor de la placa depositada sobre la superficie del borde gingival de
todos los dientes presentes en la boca del paciente. Se determina pasando la
punta de la sonda por la superficie dentaria y examinando la placa depositada en
ella. En cada uno de los dientes se exploran cuatro unidades (vestibular,

palatino/lingual, mesial y distal) y asigna distintos codigos'®’ (Tabla 11):
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Cddigo numérico del indice de Silness y Loe (1964)

Caodigo Criterio

0 No hay placa en la zona gingival.

1 Hay una pelicula fina de placa que se adhiere al margen gingival libre y a la
zona adyacente del diente. La placa sélo puede ser reconocida pasando una
sonda a través de la superficie dental o revelandola. Incluye la tincién
cromogena.

2 Acumulacién moderada de depdsitos blandos dentro de la bolsa gingival, sobre
el margen gingival y/o adyacentes a la superficie dental. Se reconoce a simple
vista.

3 Abundancia de material blando, grueso de 1-2 mm desde la bolsa gingival y/o
sobre el margen gingival y la superficie dentaria adyacente.

Tabla 11. indice de Loe y Silness

Los datos obtenidos se tratan dividiendo el sumatorio del valor numérico de
cada unidad gingival entre el niumero de unidades gingivales exploradas. El
namero maximo de unidades gingivales seran de 128 y la puntuacion maxima a

alcanzar es 3,1196-198

e Indice de Silness y Loe simplificado
Sirve para obtener una valoracion rapida del estado de higiene del paciente
solo en seis dientes: primer molar superior derecho (1.6), incisivo central superior
izquierdo (2.1), primer premolar superior izquierdo (2.4), primer premolar inferior
derecho (4.4), incisivo central inferior derecho (4.1) y primer molar inferior
izquierdo (3.6). El indice se valora igual que el anterior pero solo tomando como

referencia estos dientes.19-1%°
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e Indice de Greene y Vermillion (indice de higene oral - IHO)
Este indice tiene dos variantes, la extension coronaria de la placa (indice
de residuos) y la extension coronaria del calculo supragingival y subgingival
(indice de calculo). Los codigos y criterios para cada una de las variantes se

recogen a en las tablas 12 y 13.19:200

Codigo numérico del indice de residuos de Greene y Vermillion

Cdédigo | Criterio

0 No hay placa, ni manchas.

1 Residuos blandos que cubren menos de 1/3 de la superficie del diente.

2 Residuos blandos que cubren méas de 1/3 pero menos de 2/3 de la superficie
del diente.

3 Residuos blandos que cubren mas de las 2/3 partes del diente.

Tabla 12. Cadigo numérico del indice de residuos de Greene y Vermillion.

Cédigo numérico del indice de calculo de Greene y Vermillion

Cdédigo | Criterio

0 No hay presencia de calculo supragingival ni subgingival.

1 Célculo supragingival que cubre menos de 1/3 de la superficie del diente, sin
presencia del célculo subgingival

2 Célculo supragingival que cubre méas de 1/3 pero menos de 2/3 partes de la
superficie del diente y/o se observan depésitos Unicos o aislados de célculo
subgingival.

3 Célculo supragingival que cubre més de los 2/3 de la superficie del diente y/o
hay una banda continua de célculo subgingival.

Tabla 13. Cadigo numérico del indice de célculo de Greene y Vermillion.
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El IHO se obtiene del promedio del sumatorio del valor numérico de cada
unidad gingival dividido por el nimero de unidades gingivales exploradas del valor
de los dos subindices (indice de residuos mas indice de calculo). La escala de
valoracion se establece de la siguiente forma: de 0.0 a 1.2: Buena higiene oral; de

1.3 a 3.00: Higiene oral regular; de 3.1 a 6.0: Mala higiene oral.

¢ Indice de Greene y Vermillion simplificado
Al igual que en el indice de Silness y Loe y para facilitar la exploraciéon en
grandes poblaciones, se disefié un indice con tan sélo seis dientes representativos
de la cavidad oral (1.6; 1.1; 2.6; 4.6; 3.1 y 3.6) y en determinadas superficies

gingivales (superficie vestibular de 1.6, 1.1, 2.6 y 3.1 y lingual de 3.6 y 4.6).196.201

e indice de O’Leary

O’Leary describié dos indices, uno para determinar la presencia de placa y
otro para valorar su ausencia. El mas usado es el indice de presencia de placa y
no valora cantidad, sino que utiliza reveladores de placa, observando cada uno de
los cuatro segmentos que representan las superficies mesial, distal, vestibular y
lingual de los dientes y se sefiala en la ficha si hay o no placa. Unicamente se
registra la presencia de placa en la union dentogingival de los dientes; los dientes
gue no existen deben tacharse de la ficha. Los datos se obtienen en porcentaje a
partir de las superficies con presencia de placa entre las superficies totales en

boca multiplicado por 100.196:202
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e Indice de Lindhe
Al igual que O’Leary, Lindhe describié un indice de placa (presencia de
placa en boca) y uno de higiene (ausencia de placa en boca). Tanto este como el
anterior son indices que se utilizan en la practica individual y permiten establecer
la distribucion de la placa en la cavidad oral de un paciente, en lo que se llama
«patron de placa o de higiene». Los valores se establecen a partir del numero total
de caras libres de placa entre el niamero total de caras presentes en boca

multiplicados por 100.196.203

¢ Indice de Quigley y Hein
Este indice fue modificado més tarde por Turesky. En ellos se valora el area
cubierta por placa de la superficie vestibular dental teflida con fucsina bésica al

0,75% y se puntla de 0 a 5 segun el grado de extension.196.204

e Indice de placa de Turesky

En 1962, Quigley y Hein comunicaron una medicién de la placa enfocada
sobre el tercio gingival de superficie dentaria. S6lo examinaron las superficies
vestibulares de los dientes anteriores, usando un enjuague bucal de fucsina basica
como agente revelador y un sistema de puntuacion numérica desde 0 hasta 5.
Turesky y cols. fortalecieron la objetividad de los parametros Quigley-Hein
redefiniendo las calificaciones del area correspondiente al tercio gingival.196.205

Para llevar a cabo este indice se examinan las superficies vestibulares de
los dientes anteriores, usando un enjuague bucal de fucsina basica como agente

revelador de placay se utilizara un sistema de puntuacion numérica desde 0 hasta
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5, estableciéndose dichos valores con las referencias recogidas en la tabla 14.20°

indice de placa de Turesky

Caodigo Criterio

0 No hay placa.

1 Vetas independientes de placa en el margen cervical del diente.

2 Banda delgada continua de placa (hasta 1 mm) en el margen cervical.

3 Banda mayor a un milimetro de ancho, pero que cubre menos de una tercera

parte de la corona.
4 La placa cubre un tercio, pero no mas de dos terceras partes de la corona.
5 La placa cubre dos tercios o méas de la corona.

Tabla 14. indice de placa de Turesky.

indice de placa de la Armada modificado
Este indice fue desarrollado por Elliott y cols. en 1972. La superficie
vestibular de los dientes se divide en nueve areas y se valora mediante si/no

el nimero de areas que ocupa la placa.196.206

¢ Indice de Martens y Meskin
La superficie vestibular de los dientes se divide en cinco areas y se valora

mediante si/no el nimero de areas que ocupa la placa.'6:207

2.3.2. INDICES GINGIVALES
 Indice gingival de Lée y Silness
El indice de Loe y Silness fue publicado en 1967. Mide la gravedad de la

respuesta inflamatoria alrededor de todos los dientes presentes en la boca ya que
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determina la cantidad, la calidad, la severidad y la localizacién de la misma. Se
considera la inflamacion de la encia en cuatro grados (0-4). Se mide por las zonas
vestibular, lingual, mesial y distal de todos los dientes. El sintoma hemorragia solo
esta presente a partir del grado 2.1%6:197.208 " para determinarlo se aplica una sonda
periodontal de punta redonda (sonda de la OMS) en el surco gingival.196:197.208 Cada
unidad gingival se puntia de 0 a 3. Se valora el promedio de todos los valores
obtenidos. Podemos obtener con este indice: IG de diente, IG de grupo dental, IG
de sextante y/o IG de individuo. Es adecuado en diagnésticos colectivos (estudios
epidemioldgicos transversales y experimentales) y menos indicado para estudios

individuales dado el escalonamiento demasiado burdo de las diferencias (Tabla 15).

196,197,208

indice gingival de Lée y Silness, 1967

Cdédigo | Grado

0 Encia normal, ninguna inflamacién, ningdn cambio de color, ninguna
hemorragia.
1 Inflamacién leve, ligero cambio de color, pequefia alteracién de la superficie,

ninguna hemorragia.

2 Inflamacién moderada, enrojecimiento, hinchazén, hemorragia al sondar y a la
presion.
3 Fuerte inflamacién, enrojecimiento intenso, hinchazon, tendencia a las

hemorragias, eventualmente ulceracion.

Tabla 15. indice gingival de Lée y Silness.

 indice de Lée y Silness reducido.
Por similitud al indice de placa reducido y por ergonomia en los estudios

epidemioldgicos se utiliza este indice en el que se toma como medida las zonas
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vestibular, lingual, mesial y distal en seis dientes seleccionados (16, 12: 24 y 36,

32; 44)_196,208

 Indice de sangrado gingival.

El indice de sangrado gingival se utiliza para evaluar la respuesta del tejido
gingival a la inflamacion. Se empleara una sonda periodontal para el examen, la
cual se introducira en el surco gingival en cada una de las zonas gingivales del
diente (vestibular, mesial, distal y lingual o palatino) asignando un valor de 0 a 3

correspondiente a los grados que se recogen a en la tabla 16.29°

indice de sangrado gingival

Caodigo Grado

0 Ausencia de inflamacion.

1 Inflamacién leve, leve cambio en el color y hay edema gingival. No sangra al
sondaje.

2 Inflamacién moderada, enrojecimiento, edema e hipertrofia gingival. Sangra al

Sondaje (a los 10 segundos).
3 Inflamacién severa, marcado enrojecimiento e hipertrofia. Puede haber
ulceraciones. Tiende al sangrado espontaneo.

Tabla 16. indice de sangrado gingival.

e Indice de Saxer y Muhlemann (Hemorragia de las papilas)

El indice de Saxer y Mihlemann, descrito en 1975, es un indicador sensible
de la inflamacioén gingival tanto en el diagnéstico individual como en la investigacion
clinica. Para determinar este indice, se emplea una sonda roma que se desliza por
el surco desde la base hasta la punta de la papila tanto en su vertiente mesial como

en la distal de los dientes adyacentes. Se exploran tan solo las papilas por su
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superficie vestibular en los cuadrantes superior izquierdo (2°) e inferior derecho (4°)
y por su superficie lingual o palatina en los cuadrantes superior derecho (1°) e

inferior izquierdo (3°). Los grados y criterios quedan recogidos en la tabla

17 198,210,211

Iindice de Saxer y Mithlemann ‘

Caodigo Grado

0 No hay sangrado.

1 Aparece un Unico punto hemorragico en la papila.

2 Visible una fina linea o varios puntos hemorragicos.

3 El triangulo interdental se llena en mayor o menor cantidad, con sangre.

4 Hemorragia profusa inmediata al sondaje. Segun la gravedad llega al diente o

pasa a la encia. Gotas.

Tabla 17. indice de Saxer y Mihlemann.

Después de sondar cada cuadrante, se evallan los indices de puntuacién
del surco sondado comenzando en la primera papila sondada. Cuando no falta
ningun diente se valoraran 28 papilas. Se exceptia la papila de los incisivos
centrales superiores e inferiores y los sectores distales de los terceros molares si
es que éstos estan presentes. Si falta un diente, su papila correspondiente se tacha
de la ficha. Los datos se obtienen sumando el valor de los puntos sangrantes entre

el nimero de papilas exploradas (maximo 28). 196:210-211

¢ Indice de Lindhe
Lindhe llevé a cabo una modificacion del indice original de Ainamo y Bay de
1975 en 1983. Para llevar a cabo este indice se pasa la sonda periodontal a través

de la zona crevicular de cada uno de los dientes y se va anotando en sus unidades
I ——
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gingivales si sangra o no (calificacion dicotomica). Se debe esperar entre 15y 30
segundos para su lectura tras sondar. Debido a que se exploran mas de 100 puntos
de medida, éste indice sélo se usa en exploraciones individuales.%212.213 Se
calcula el porcentaje de las superficies sangrantes dividiendo el nUmero de puntos
sangrantes en boca entre el nUmero de superficies exploradas (maximo 128) y

multiplicando este valor por 100.196:212.213

e Indice de Miihlemann y Son o indice de sangrado del surco gingival
En este indice valoramos el sangrado del surco gingival bajo la accion suave
de la sonda periodontal a través de la zona crevicular de cada uno de los dientes.
También se valora el enrojecimiento, hinchazén y edema de la encia. Los valores

se pueden anotar separadamente para la papila y/o para el margen gingival.1%:214

2.3.3. INDICES PERIODONTALES Y DE TRATAMIENTO

Son indices que se utilizan para medir la placa y el célculo dental, las
alteraciones gingivales y el posible sangrado gingival tras el sondaje; también
valoran el estado periodontal y finalmente pueden utilizarse para indicar las

necesidades de tratamiento de poblaciones.

e Indice CPITN (Community Periodontal Index Treatment Needed o indice
Periodontal de Necesidades de Tratamiento de la Comunidad)

Descrito por Ainamo y cols. en 1982,1%6215 es el indice que mas se ha

utilizado para las encuestas epidemioldgicas,'6:215 después de ser aceptado por

la Federacion Dental Internacional (FDI) y la Organizacion Mundial de la Salud
I ——
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(OMS),19:216 qunque también se puede aplicar de forma individual.

Para la recogida de datos, la boca se divide en sextantes limitados por los
caninos y se excluyen los terceros molares. Para que un sextante sea valido debe
tener al menos dos dientes funcionales. Si sélo queda uno, éste se incluye en el
sextante adyacente. Para los sujetos mayores de 20 afios, se examinan dientes
seleccionados, que son los llamados dientes indice: 1.7-1.6, 1.1, 2.6-2.7, 3.6-3.7,
3.1,4.6-4.7.

En cada sextante se anota la peor de las puntuaciones obtenidas tomadas
de los dientes seleccionados, y si éstos no estan presentes, se examinan todos
los demas dientes del sextante, anotando la puntuacion del diente mas afectado.
En los sujetos menores de 20 afios, se examinan seis dientes, que son: 1.6, 1.1,
2.6, 3.1, 3.6 y 4.6. Para efectuar el examen se realizan seis puntos de sondaje en
cada diente (punto mesio-vestibular, medio- vestibular, disto- vestibular y los
puntos correspondientes en lingual). Para ello se utiliza una sonda
especificamente disefiada con una bolita de 0,5 mm de didmetro en su extremo y
marcada en negro la zona comprendida entre los 3,5 mm y los 5,5 mm. Existe una
variante de dicha sonda, que ademas incluye marcas a los 8,5y 11,5 mm. La
sonda debe usarse con poca presion (20-25 g) para no lesionar la encia y debe
seguir la configuracion anatémica de la superficie del diente.

En los nifios menores de 15 afos solo se medira el sangrado gingival y el
célculo, debido a la posible presencia de pseudobolsas de erupcion de los
segundos molares. Los valores de este indice se recogen en la tabla 18.196:215

En funcion de los datos obtenidos anteriormente se establece la necesidad

de tratamiento para cada sextante (NT), los cuales se recogen en la tabla
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19 196,215,216

e INDICE CPI (Community Periodontal Index o indice Periodontal

Comunitario)

Descrito en 1997, el indice CPI es una variante del CPITN porque también
mide la presencia de sangrado periodontal, el calculo y las bolsas periodontales,
pero lo completa ya que recoge la pérdida de insercion o fijacién de los dientes.
Al igual que en el indice CPITN, la boca se divide en sextantes y se examinan los
mismos dientes, pero en este caso, un sextante debe ser examinado si contiene
dos o0 més dientes no indicados para la extraccion y en caso contrario se considera
como sextante excluido. Ademas, si queda solo un diente en un sextante, no se
incluye en el sextante adyacente. La sonda utilizada es la misma que hemos
descrito anteriormente, pero tiene dos anillos mas: uno a los 8,5 mmy el otro a los

11,5 mm. Los cédigos y utilizados son los mismos que en las tablas 18 y 19.196.217

indice CPITN

Cdédigo Criterio

0 Ausencia de signos patolégicos.

1 Existe sangrado al sondar. No hay céalculo. No tiene bolsa (sondaje menor de
3,5 mm).

2 Existe sangrado al sondar. No hay céalculo. No tiene bolsa (sondaje menor de
3,5 mm).

3 Bolsa periodontal menor de 3,5 mm (banda negra parcialmente oculta).

4 Bolsa periodontal de 5,5 mm o méas (banda negra completamente oculta).

Tabla 18. indice CPITN.
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La pérdida de soporte nos da informacion sobre la pérdida de insercion del
diente. Es util para establecer comparaciones entre grupos de poblaciéon, pero no
sirve para describir la pérdida de fijacion total en un individuo. La medicion de la
pérdida de insercion es un parametro exacto del estado del diente; sin embargo,
conocer exactamente la distancia entre la linea amelocementaria y el fondo de la
bolsa es dificil en las situaciones en que no existe recesion gingival que exponga la
linea amelocementaria. Para solucionar esto, cuando es la linea amelocementaria
es invisible, ya sea por sobrecrecimiento gingival o porque coinciden la unién
dentogingival, recurrimos a los resultados obtenido en el CPI y asi, si el grado
maximo de CPI para un sextante es inferior a un cédigo 4 (profundidad de sondaje
igual o menor de 6 mm), la pérdida de fijacién para ese sextante se calcula que es
menor de 4 mm, que corresponde a un grado de fijacion = cédigo 0. Los valores se

recogen en la tabla 20.194.216.217

Caddigo y criterios del indice de necesidad de tratamiento (NT) a partir del CPITN

Cddigo Criterio

NTO No necesita tratamiento (cédigo 0).
NT1 Necesita instruccion en higiene oral (IHO) (c6digo 1).
NT2 Eliminacion de calculo y/o obturaciones desbordantes (cddigos 2 y 3):

Ensefianza de higiene oral + tartrectomia + raspado y alisado radicular.
NT3 Necesita tratamiento complejo (cédigo 4): Ensefianza de higiene oral +
tartrectomia + raspado y alisado + cirugia periodontal.

Tabla 19. Cadigo y criterios del indice de necesidad de tratamiento (NT) a partir del CPITN.

e Sistema PSR (Periodontal Screening and Recording)

El sistema de Peridontal Screening and Recording (PSR) se desarrollad en
I ——
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1992 por la Academia de Periodoncia Americana (A.A.P.) y la Asociacion Dental
Americana (A.D.A.). El objetivo de este sistema era facilitar la deteccion temprana
de la enfermedad periodontal con una técnica de sondaje simple. EI PSR es la
aplicacion a la exploracion dental basica del indice CPITN afiadiendo el codigo (*)
cuando aparecen anormalidades periodontales adicionales como presencia de

furcas, movilidad dental, defectos mucogingivales o recesiones.196.216-219,

Cddigos y criterios del indice CPI (pérdida de fijacion)

Caddigo Criterio

0 Pérdida de fijacion entre 0-3 mm (LAC no visible y cddigos de CPI de 0 a 3).

Si el grado de CPl es 4 0 si la LAC es visible:

1 Pérdida de fijacion de 4-5 mm (LAC dentro de la banda negra)

2 Pérdida de fijacién de 6-8 mm (LAC entre el limite superior de la banda negra y

el anillo de 8,5 mm).

3 Pérdida de fijacion de 9-11 mm (LAC en los anillos de 8,5 mm y 11,5 mm).
4 Pérdida de fijacion de 12 o méas (LAC mas alla del anillo de 11,5 mm).

X Sextante excluido (menos de dos dientes presentes).

9 Sextante no registrable (no visible o no identificable).

Tabla 20. Cdodigos y criterios del indice CPI (pérdida de fijacion).

e Examen Periodontal General Reducido (EPGR)
El examen periodontal general reducido fue presentado por Galvan y cols.
en 2002. En este sistema se combina la profundidad de sondaje y el indice de
sangrado gingival. Su aplicaciéon es fundamentalmente individual, aunque puede

ser usado epidemiolégicamente. 194220
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e indice periodontal de Ramfjord.

Este indice fue descrito por Ramfjord en 1959, también se conoce como
‘indice de enfermedad periodontal’, siendo la combinacién de un cdédigo de
puntuacion para la inflamacion de la encia en funcién del color, forma, densidad y
tendencia a la hemorragia de los tejidos gingivales y la medicion de la profundidad
de bolsa en relacion al limite amelocementario (LAC). Los dientes que se examinan
para la obtencién de los parametros son 1.6; 2.1; 2.4; 3.6; 4.1y 4.4.19°

El estudio de estos dientes en otros parametros se recoge como “dientes de
Ramfjord”. El cédigo de puntuacién para la inflamacion gingival se recoge en las

tablas 21y 22.

Puntuacioén gingival para el indice periodontal de Ramfjord.

Cdédigo | Criterio

0 Ausencia de signos de inflamacion.

1 Cambios gingivales inflamatorios entre leves y moderados que no se extienden
alrededor de la totalidad del diente.

2 Gingivitis entre leve y moderada y que se extiende alrededor de todo el diente.

3 Gingivitis severa caracterizada por enrojecimiento marcado tendencia a la
hemorragia esponténea y ulceracion.

Tabla 21. Puntuacion gingival para el indice periodontal de Ramfjord.

Puntuacién periodontal para el indice periodontal de Ramfjord.

Ubicacioén del surco gingival Criterio
Sobre el esmalte o en el LAC 0a3
<3mm hacia apical del LAC 4
>3mm hasta 6mm hacia apical del LAC 5
>6mm hacia apical del LAC 6

Tabla 22. Puntuacion periodontal para el indice periodontal de Ramfjord. (LAC: Limite
amelocementario)
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2.4. BIOLOGIA MOLECULAR DE LA REACCION INFLAMATORIA

DE LOS TEJIDOS GINGIVALES.

Los cambios patologicos en las enfermedades del tejido periodontal se
relacionan con la presencia de microorganimos bucales, principalmente bacterias
gram-negativas, como Porphyromonas gingivalis y Bacteroides forsythus,
insertados en el diente, surco gingival o bolsa periodontal.1-#221

Estos microorganismos pueden sintetizar productos como colagenasas,
hialuronidasa, proteasa, sulfatasa de condroitina o endotoxinas, que provocan dafio
en las células epiteliales y del tejido conjuntivo, asi como, en el colageno, sustancia
fundamental y el glicocalix de las células del huésped.

Como resultado de la presencia de estos microorganismos el hospedador,
intentando eliminarlas, desarrolla una respuesta inflamatoria e inmune que es la
causa de la destruccién de los tejidos.1#222-223, | os productos microbianos activan
a monocitos, macréfagos, células dendriticas, linfocitos, neutrofilos, células
endoteliales o fibroblastos para que produzcan sustancias vasoactivas como
prostaglandinas E2 (PGEz), interferon (IFN), factor de necrosis tumoral (TNF) e
interleucinas, entre ellas la interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) o interleucina-
8 (IL-8).1-4224-227 |_as citoquinas son polipéptidos reguladores que intervienen en la
comunicacién intercelular con un amplio espectro de propiedades inflamatorias,
hematopoyéticas, metabdlicas e inmunomoduladoras. Estas pueden afectar a las
actividades de los leucocitos, osteoblastos y osteoclastos y promover el proceso de
remodelacion de tejidos tanto de forma sistémica como localmente.1-4.223-227

La activacién de la sefializacion intracelular puede iniciarse exclusivamente

como una respuesta inmune innata asociada con la detecciébn de patrones
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moleculares relacionados con la microbiota (MAMP) mediada por los receptores de
reconocimiento de patrones (PRR). Sin embargo, los mediadores biolégicos
expresados como un resultado de la sefalizacion de PRR incluyen moléculas
coestimuladoras que participan en la induccion de la inmunidad adaptativa. La
inmunidad innata y la inflamacién no son lo mismo, sin embargo, la inflamacién se
presenta sobre todo en respuesta a la infeccion o a los microorganismos de la
biopelicula dental. La reaccion inflamatoria local en respuesta a las bacterias de la
biopelicula dental, se caracteriza por un aumento inicial del flujo sanguineo,
aumento de la permeabilidad vascular y la entrada de células de la sangre periférica
en el surco gingival. Estos eventos iniciales son provocados por moléculas
bioactivas como la histamina, la bradiquinina, PGE2 y el Oxido nitrico y son
producidas por células inmunes innatas y células inmunes residentes en los tejidos
periodontales. Los polimorfonucleares (PMN) o neutrofilos atraidos por otras
moléculas bioactivas (como la IL-8) migran atravesando el revestimiento epitelial
del surco gingival para ser la primera linea de defensa contra la invasion de
bacterias de la placa y de sus productos derivados. Estas células son fagocitos no
especificos responsables de una defensa aguda y rapida. Tras esto, hay un
aumento en el numero de monocitos y macréfagos, asi como la entrada de linfocitos
Ty B en el area afectada (Figura 1). 1-4224-225

Una vez activadas las citocinas, moléculas bioactivas y MAMP presentes
en el area, las células en infiltracion producen otros mediadores inflamatorios que
modulan la actividad de otras células y afectan a la homeostasis de tejidos no
mineralizados y mineralizados en el periodonto (Figura 2). Las citocinas

responsables de las respuestas tempranas a la agresion microbiana incluyen IL-1q,
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IL-1B, IL-6 y TFN-a. Otros mediadores inflamatorios incluyen el factor inhibidor de
la leucemia (LIF), interferén-y, oncostatina M, factor neutrdfilo ciliar, TGF-$, IL-11.
IL-12, IL-17, IL-18 y IL-8. EIl efecto neto de una respuesta inflamatoria esta
determinado por el equilibrio entre citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias
como la IL-4, IL-10, IL-13, IL-16, IFN-a, TGF-B, IL-1Ra y receptores solubles para
TNF o ”__6.1-4,221-227

Los pacientes con inflamacion gingival tienen altas concentraciones de
TNF-q, IL-1B, RANKL y matriz metalopeptidasa 13 (MMP13) en el liquido crevicular.
Los niveles elevados de IL-1, IL-2, IL-6, IL-17, TNF-a e IFN-y en tejidos gingivales

también se asocian con enfermedad periodontal destructiva.

En tejidos clinicamente sanos, se ha observado también la presencia de
citoquinas proinflamatorias, pero en baja cantidad, ya que la concentracién de
citoquinas debe ser adecuada para mantener la homeostasis de los tejidos. La
liberacién de citoquinas puede ser desencadenada de forma directa mediante

contacto antigénico o indirecta mediante moléculas de sefializacion expresadas

, . , A 1-4,221-227
por células inmunes antigeno-reactivas.

El fluido crevicular es un exudado normal del plasma que fluye por el
surco gingival, contiene citocinas como la IL-6 e IL-8, y componentes
inflamatorios que se asocian con la periodontitis, y aumenta durante el proceso
inflamatorio.'4228-232 Estos mediadores a su vez sirven como prueba diagndstica.

La IL-6 es una citocina multifuncional que tiene un gran nimero de
actividades bioldgicas incluyendo la diferenciacion de linfocitos B, la proliferaciéon

de linfocitos T y la estimulacién de la inmunoglobulina por la secrecién de los
i i 1,231-234 . ., L, . .

linfocitos B. La IL-6 induce la reabsorcidon 6sea por si misma y en
I ——
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. ., L, 232
combinacion con otros agentes de reabsorcion 6sea, como puede serlalL-13 .

MAMP—»QR

! /' Mac \
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| GF \
H [ l : _r OC  Thi, Th2, Treg, \

\ Sasl  _nnd CD8+ T cells \

Figura 1. Patrén molecular relacionado con la microbiota (MAMP) de microorganismos en la
biopelicula dental activa las respuestas inflamatorias de lo tejidos periodontales. Los mediadores
biolégicos pueden afectar a las células vecinas (flechas azules) mediante la induccién de la
expresion de otros mediadores (Ej. RANKL) o por quimiotaxis desencadenantes (flechas verdes).
El dafio directo a los tejidos periodontales también puede resultar tras la estimulacion de MAMP
(flechas rojas) como la secrecién de metaloproteinasas por fibroblastos gingivales y el ligamento
periodontal. (MAMP, patrones moleculares relacionados con la microbiota; RANKL, ligando
receptor activador del factor nuclear (FN) kappa B; KC, queratinocitos; Mac, macréfagos; GF,
fibroblastos gingivales; PDL, fibroblastos del ligamento periodontal; OB, osteoblastos; OC,
osteoclastos; EC, célula endotelial; PMN, neutréfilos polimorfonucleares; Mon, monocito; células

T, linfocitos T, Células B, linfocitos B1.

Estudio clinico prospectivo controlado a doble ciego sobre la prevencién de la gingivitis con suplemento 93
nutricional a base de proantocianidinas oligoméricas.



lﬁ Tesis Doctoral Rosa Maria Diaz Sanchez, 2018

LPS, MAMPs

Células estromales,

fibroblastos, osteoblastos meoc'tOSI/meocnos OPG

AR sefiuelo

.

®

<

Osteoclasto activo

- RANK RANK £
[ \ TNF-o Diferenciacion
l\\&/ IL-1 Activacion (-~
Monocito Ceélula precursora

Reabsorcion dsea

Figura 2. Estimulos de los factores que regulan la osteoclastogénesis. Citocinas (IL-1, TFN-aq,
factor estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF), producido por células residentes 6seas
(células estromales, fibroblastos, osteoblastos) y células inmunes (monocitos, Linfocitos T y B)
son reguladores fundamentales de este proceso. La osteoprogeterina (OPG) actlla como un
receptor sefiuelo que impide que el ligando del receptor activador del factor nuclear kappa B
(RANKL) se una a su receptor activador de NF-kB en células precursoras y regule negativamente
la osteoclastogénesis. El lipopolisacarido bacteriano (LSP) y otros patrones moleculares
relacionados con la microbiota (MAMP) puede iniciar de manera directa o indirecta la expresion

de RANKL vy la osteoclastogénesis?.

La IL-8 es importante en la iniciacion y en el desarrollo de los procesos
inflamatorios por su capacidad de atraer y activar los neutréfilos.?33 Los efectos
guimiotacticos y la activacion mediada por IL-8 sobre los neutrofilos en la encia
inflamada pueden contribuir a la destruccion del tejido periodontal. La IL-6 es util
en periodoncia como herramienta diagndstica para identificar, anticipar el riesgo

de padecerla y determinar su progresion. Para que ello sea clinicamente atil se
I ——
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deben registrar cambios importantes tales como, que un sitio especifico se torne
activo o, que un sitio previamente afectado por la enfermedad mejore su
condicion como producto de la terapia periodontal. Se ha medido su

concentracion en el fluido crevicular, en sangre periférica y en tejido gingival

234-238
para determinar la progresion de la enfermedad periodontal, y se ha
encontrado que la IL-6 es indicador de pérdida de insercion incipiente y de

actividad de la periodontitis.

Sin embargo, los niveles de IL-8 encontrados en pacientes periodontales
en el fluido crevicular no siempre se correlacionan con la enfermedad
periodontal. Hay estudios que demuestran la presencia de IL-8 aumentada en

pacientes con periodontitis, pero igualmente se muestra su presencia en

. e - . . 238-240
individuos sanos y concentraciones bajas en bolsas profundas.

A pesar de la abundancia de publicaciones que investigan los perfiles de
citocinas asociadas a la enfermedad periodontal, la descripcion definitiva no se ha
encontrado debido entre otras razones a la dificil identificacion de focos de
progresion activos, es decir, aquéllos en los que esta aconteciendo una pérdida de
insercion y reabsorcidon del hueso alveolar. Lo que si sabemos es que una vez que
comienzan los procesos inmunes e inflamatorios y se establece la compleja red de
citocinas, diversas moléculas inflamatorias que juegan un papel directo en la
degradacién del tejido no mineralizados y mineralizados del periodonto son
producidas en respuesta a los MAMP.1221-227 Una familia dentro de estas moléculas
inflamatorias es la familia de las matrixmetalopeptidasas. Esta es una familia de
proteasas neutras que dependen del zinc y el calcio y tienen un papel esencial en

la renovacion y degradacion de la matriz extracelular. Su actividad esta regulada
I ——
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en multiples niveles (transcripcional, postranscripcional y postraduccional). De esta
manera, las MMP pueden degradar todos los componentes de la matriz
extracelular y los niveles altos se han asociado con la enfermedad periodontal en

humanos. 1,221-227

2.5. COLOR. PROPIEDADES Y SISTEMAS DE MEDICION.

El color es una percepcion del ojo humano resultante de la estimulacién
visual por parte de determinadas longitudes de onda. Las ondas visibles estan
comprendidas entre las longitudes de onda entre los 400 y los 700 nanémetros,
siendo el resto de radiaciones imperceptibles por la vista humana.?*!

Los diferentes colores del espectro visible se encuentran ordenados en el
circulo cromético, que incluye tres colores primarios: amarillo, cian y magenta
(colores puros imposibles de obtener con ninguna mezcla); tres colores
secundarios: verde, rojo y azul intenso (obtenidos de la mezcla de dos colores
primarios); y seis colores terciarios: naranja, carmin, violeta, azul ultramar, verde
esmeralda y verde claro (obtenidos tras mezclar un color primario con un color
secundario adyacente en el circulo cromatico).?*:-?4” El circulo cromatico nos
permite seleccionar los colores adecuados y las relaciones cromaticas entre ellos.
También es Util para la explorar las temperaturas del color.?41-247

Sin embargo, nuestra percepcion de los diferentes colores de la gama
cromatica se ve alterada por varios factores que hacen uUnico a cada color y
condicionan sus caracteristicas finales. Entre las propiedades del color
encontramos propiedades primarias y secundarias.?41-247,

2.5.1. Propiedades del color
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a)

b)

Propiedades primarias

Matiz o tonalidad: Es el estado puro del color, aquél que encontramos dentro
de la gama cromatica, asi como la sumatoria de las diferentes longitudes de
onda que pueden reflejarse en una superficie. Son colores saturados en los
gue no se encuentran agregados ni el blanco ni el negro.?4-247

Valor o luminosidad: Hace referencia a la cantidad de luz percibida, siendo
un valor utilizado para determinar cuan claro u oscuro es un color. La
luminosidad varia con la adicién a los colores del espectro visible de los
colores blanco o negro. Cuanto mas blanco contenga un color se obtendran
valores de mayor luminosidad, mientras que la adicién de negro la disminuira
intensificando la oscuridad.?41-247

Croma o saturacion: Determina la viveza o palidez de un color, su intensidad
0 pigmentacién. Los colores que mayor saturacién poseen son los colores
puros del espectro, siendo los primarios los de mayor intensidad, mientras
gue los grises representan los de menor nivel de saturaciéon. La saturacion
puede apreciarse como la brillantez de un color, ya que cuanto mas gris

posea, menos brillante 0 menos saturado se percibird y por lo tanto menos

Vivo. 241-247

Propiedades secundarias

Las propiedades secundarias hacen referencia a los efectos oOpticos que

presentan los colores frente a la luz.241-247

Translucidez: Puede considerarse como una cuarta dimension del color, ya

gue juega un papel muy importante en la transmision de la luz
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describiéndose como un estado intermedio entre la opacidad y la
transparencia. Supone el grado en que la luz visible es transmitida a través
de un cuerpo. 241-247

¢ Morfologia de superficie: Las caracteristicas de la superficie en la que incide
la luz pueden provocar cambies en la percepcidn del color y la translucidez.
Cuando la luz incide sobre una superficie lisa, los rayos reflejados son
paralelos y la superficie puede parecer mas translicida, mientras que, en
superficies rugosas, los rayos de luz se dispersan y la superficie puede
parecer mas opaca. En el caso de la encia, la morfologia de superficie tiene
gran repercusion debido a la variabilidad de texturas, desde superficies
rugosas con punteado “en piel de naranja’ hasta superficies lisas y
brillantes.?41-247

e Fluorescencia: Es la propiedad de algunas estructuras de reflejar luz con
diferente longitud de onda de la que tiene la luz la recibida. 24247

e Opalescencia: El término deriva del comportamiento que tiene ciertos
minerales llamados épalos cuando reciben luz. Esta luz es absorbida con
diferentes proporciones tras la reflexion dando un aspecto lechoso. 241247

e Iridiscencia: Es el fendmeno éptico que se caracteriza por la variabilidad del
tono de luz de acuerdo con el angulo desde el que se observa una superficie

concreta causada por multiples reflexiones de luz. 241-247

2.5.2. Medicién del color de la encia
Cuando se trata de determinar el color de la encia, esta medicion puede
verse influenciada por diferentes factores como el color del ambiente, la capacidad
I ——
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del observador y la luz ambiental. Por esta razén, se han determinado diferentes

sistemas de medicion del color para tratar de obtener los resultados mas objetivos

posibles,246-248

2.5.3. Sistemas de medicion del color de la encia

e Sistemas subjetivos:

o

Guias de color: Consisten en la comparacién del color con un patrén
estandar o guia de color. Son los sistemas méas comunmente
empleados en Odontologia, sin embargo, no son reproducibles y
estan influenciados por la fuente de iluminacion y por el

observador.249-252

e Sistemas objetivos: En este caso se trata de instrumentos de medicion que

tratan de representar los colores del espectro visible de una forma numérica

para obtener valores uniformes, reproducibles y precisos sin importar las

condiciones ambientales de luz y color y sin verse influenciado por los

errores de percepcion del ojo humano.?®32?%* Entre estos métodos

encontramos:

o

Fotografia digital: Aun siendo una referencia inicial muy util, no puede
considerarse como un instrumento de medicion del color adecuada,
ya que presenta variaciones de calibracion e iluminacion y problemas
de interpretacion del color.

Colorimetro: Es un instrumento que identifica el tono y el matiz del
color. Mide la absorcion de la luz por los objetos. Incorporan una

fuente de luz propia y disponen de la capacidad de tomar el color de
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diferentes zonas. Sin embargo, el colorimetro requiere de filtros de
color para separar la luz que les llega en sus componentes rojo, verde
y azul, pudiendo provocar errores debidos a su degradacion, por lo
que han de estar revisandose continuamente.?>®

Espectrofotdmetros: Estos instrumentos sirven para medir, en funcion
de la longitud de onda, la relacion entre valores de una misma
magnitud fotométrica relativos a dos haces de radiaciones. Estos
dividen el espectro de luz visible en franjas separadas y distintas, y
mide el nimero de fotones que cae en cada una de ellas. La
espectrofotometria es el método de andlisis éptico mas usado en las
investigaciones biologicas debido a su alta precision, ya que pueden
tener en cuenta la translucidez del objeto logrando una medicion muy
exacta del color.26-257 Por esta razon, éste ha sido el instrumento que
ha sido elegido para la realizacion de la medicion del color del tejido

gingival dentro de nuestro estudio clinico.

2.6. PROANTOCIANIDINAS OLIGOMERICAS

El presente estudio intenta valorar el uso de un complemento nutricional a

base de arandano, fruto rojo rico en proantocianidinas oligoméricas (OPCs;

acronimo de oligomeric proanthocyanidins) asociado a vitamina C (suplemento

aprobado por la EFSA /CEE Art.13.) como compuesto preventivo de la

258-265

gingivitis.
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2.6.1. Descripcion y estructura quimica.

Las proantocianidinas oligoméricas (OPCs,) son unas de las sustancias
polifendlicas mas abundantes que hay en el reino vegetal. Hoy dia estan en
continua investigacion debido a que aparte de su potente actividad
antioxidante, se ha demostrado que tienen propiedades anticancerigenas,
antiinflamatorias, antimicrobianas y vasodilatadoras, revelandose como una
herramienta terapéutica potencialmente valiosa para el tratamiento de gran

variedad de afecciones.?62-268

Los polifenoles son un conjunto de moléculas con propiedades
antioxidantes. Existen quince tipos diferentes, entre ellos los flavonoides, los cuales
constan de dos anillos aromaticos unidos por tres atomos de carbono, formando
un anillo heterociclico. Dentro de la familia de los flavonoides, existe un subtipo
conocido como flavan-3-ol, semejantes a los flavonoides en su estructura, pero no
tienen el grupo cetona en el carbono C4. El flavan-3-ol se polimeriza dando lugar
a las proantocianidinas con diferentes pesos moleculares. La combinacion de estos
mondmeros da lugar a dos tipos de oligdmeros; si los mondémeros se unen entre si
por enlaces simples en el anillo B dan lugar a proantocianidinas de tipo B; y si estan
unidos por enlaces dobles se denominan proantocianidinas de tipo A (Figura
3).269.273

Las proantocianidinas oligomeéricas responsables de las biolégicas atribuidas
al arandano rojo son las proantocianidinas de tipo A. Estas son oligémeros de alto
peso molecular o polimeros a base de una unidad béasica flavan-3-ol como hemos
dicho anteriormente que tienen un grado medio de polimerizacion de entre cuatro y

once. El peso molecular de las proantocianidinas puede llegar a ser hasta de 50
I ——
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unidades.269-273

The flavan-3-ol units

OH

Rs

B-type proanthocyanidins
R;

OH

Extension unit

Ry

Terminal unit

A-type proanthocyanidins
Ry

Extension unit

HO.

Terminal unit

Rg

Figura 3. Estructura quimica de unidad flavan-3-ol; proantocinidinas tipo B y

proantocianidinas tipo A.2%°
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La clasificacion de los compuestos fendlicos puede realizarse en funcion de
la estructura molecular, segun el numero de anillos aromaticos y de los grupos
hidroxilos enlazados, dando lugar a compuestos flavonoides (en el que se
encuentras las OPCs) y no flavonoides.?’4?’" La solubilidad es otro factor para la
clasificacion de los compuestos, siendo los solubles en agua los acidos fendlicos,
los fenilpropanoides, los flavonoides (OPCs) y quinonas.?’8 Los estudios realizados
en seres humanos en relacion a la absorcion de polifenoles son limitados y los
resultados varian dependiendo de la estructura y la solubilidad de los

compuestos fendlicos.?’3

2.6.2. Mecanismo de accién

La capacidad de las OPCs de unirse a las proteinas se denomina
astringencia y es el motivo de que produzcan una sensacion ligeramente

rasposa cuando el té o el vino tinto entran en contacto con la saliva y el tejido

bucal 267-268,272,279-281

La investigacion disponible ha demostrado que el medio acido del
estbmago humano no degrada facilmente las proantocianidinas, por lo tanto, las
tasas de absorcion en el tracto gastrointestinal superior no son elevadas, ya que
es necesaria la degradacién de este polimero a estructuras mas simples para llevar
a cabo su absorcion. Este hecho hace que gran parte de las proantocianidinas
ingeridas alcancen el intestino delgado intactas. Sin embargo, parece que incluso
los niveles bajos observados en la orina tras una dosis oral (generalmente menor

del 25% de la dosis original) son suficientes para aumentar significativamente la
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capacidad antioxidante en el plasma. Cuando las OPCs alcanzan el colon
sufren una degradacion extensa debido a la flora colénica. Los metabolitos y
las propiedades bioldgicas de este proceso aun no han sido investigadas, pero
se ha sugerido que pueden tener efectos protectores y antioxidantes directos

sobre el tejido del colon,267-268.272.279-284,

2.6.3. Propiedades y usos terapéuticos

Entre los polifenoles, la naturaleza polimérica de las proantocianidinas es
Unica puesto que se unen, precipitan proteinas e inhiben las enzimas que
intervienen en la degradacién de los tejidos, provocando de esta manera la

prevencion o incluso el tratamiento de algunas afecciones sistémicas.

Las OPCs poseen propiedades antioxidantes, antimutagénicas,
anticancerigenas, antiinflamatorias, antivirales, antiprotozoicas y antibacterianas.

Debido a todas estas propiedades, pensamos que puede tener una clara

T .. ny . . .. 265284
indicacion en la prevencion de la gingivitis.

a) Accién antimicrobiana
e Accion antibacterianay antifungica

La actividad inhibitoria de las OPCs sobre las bacterias y los hongos ha
sido reconocida desde hace mucho tiempo.27228 Esto se debe a varias razones;
en primer lugar, la inhibicion de las enzimas microbianas extracelulares causada
por el caracter astringente de las OPCs; en segundo lugar, las proantocianidinas

oligoméricas tienen accion directa sobre el metabolismo microbiano (esto se debe
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a la accion del &cido tanico a través de la inhibicion de la fosforilacion oxidativa) y
por ultimo, las OPCs son capaces de formar complejos con iones metalicos,

necesarios para el crecimiento bacteriano. 27228

Estudios llevados a cabo sobre esta accion de las OPCs, mostraron como
todas las proantocianidinas tiene accién antibacteriana, no obstante, las
proantocianidinas tipo B tiene una capacidad antifingica ligeramente

mayor_272,286,287

Con respecto a la actividad antimicrobiana, las proantocianidinas que han
resultado tener mayor respuesta son aquellas derivadas de los frutos rojos, ya que
numerosos estudios defienden su uso en la prevencion de las infecciones
urinarias. El mecanismo de este hecho viene dado de la capacidad de las OPCs
para inhibir la adherencia de la E. coli a las células uroepiteliales a través de

distintos enlaces.?72:288-290

e Accién antivirica

Existen varias publicaciones sobre la actividad antiviral de las OPCs y el
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y el virus del herpes simplex (VHS).
Hace algunos afios, se publicaron algunos trabajos in vitro que concluian que
existia una proantocianidina oligomérica de 2100 dalton de peso molecular (SP-
303) capaz de inhibir la penetracion del virus en la célula.?7%291-2% Sin embargo,
hasta el momento, los estudios llevados a cabo en humanos no han tenido tan

buenos resultados, por lo que se continta con la investigacion en este sentido.
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e Accidn antiprotozoaria

Existen estudios in vitro que muestran actividad antiprotozoaria por parte
de las OPCs inhibiendo la supervivencia intracelular de Leishmania donovani, sin

embargo, las proantocianidinas no fueron activas de forma extracelular.?’?

b) Accion antioxidante

El estrés oxidativo es un desequilibrio entre la generacion y eliminacion de
especies reactivas, teniendo como caracteristica comun tener un electron
incompleto en su udltimo orbital. Este desequilibrio conlleva que la célula es
abrumada por radicales libres con gran capacidad oxidante. Las especies
reactivas de oxigeno (ROS) y de nitrégeno (NOS) son las mas habituales. Los
ROS y NOS causan dafio celular grave, lo que puede dar lugar a una amplia lista

de enfermedades sistémicas.272:297-300

Se han descrito diferentes mecanismos antioxidantes:

1. Eliminacion de radicales libres

2. Quelacién de metales de transicion

3. Inhibicién de enzimas

4. Actividad enzimatica

5. Extincion de singletes de oxigeno (Oxigeno en estado excitado).

Las proantocinidinas oligoméricas, asi como otros compuestos flavonides,
tienen la capacidad de eliminar radicales libres, conseguir la quelacién de

metales de transicion e inhibir enzimas prooxidantes.?72:301
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e Eliminacién de radicales libres

El concepto basico de actividad de eliminacion de radicales libres de un
antioxidante (AH) es una transicion redox que implica la donacion de un solo
electron (o atomo de hidrégeno, equivalente a la donacion de un electron y un
protén) a una especie de radicales libres (R ¢).2723%2 Durante el curso de esta
transferencia de electrones, el caracter radical se transfiere al antioxidante,

produciendo el radical derivado de antioxidantes (Ae):

AH +R- — A- + RH

Para actuar como un antioxidante, un eliminador de radicales libres deberia
producir un compuesto mas estable y, por lo tanto, menos dafiino después de la

reaccion con un radical libre.

La actividad de eliminacién de radicales libres de un compuesto
generalmente se determina con un radical libre relativamente estable. En varios
estudios, se encontré que la introduccion de una funcion de &cido galico en la
posicion 3 aumenta significativamente la actividad de eliminacion de radicales,
mientras que la glucosilacion de la posicion 3 disminuye la capacidad de
eliminacion.?72303-305 Estos efectos se demostraron para los flavan-3-oles, asi

como para las procianidinas.
e Quelacion de metales de transiciéon

Los metales de transicion, hierro y cobre, son cofactores esenciales de
varias enzimas que participan en el metabolismo del oxigeno y generalmente
estan unidas a proteinas, como la lactoferrina y la ferritina para el hierro y la
__________________________________________________________________________________________________|

Estudio clinico prospectivo controlado a doble ciego sobre la prevencién de la gingivitis con suplemento 107
nutricional a base de proantocianidinas oligoméricas.



Tesis Doctoral Rosa Maria Diaz Sanchez, 2018

ceruloplasmina para el cobre.?”23% Sin embargo, cuando estos metales de
transicion estan presentes en estado libre en sistemas bioldgicos, pueden catalizar

reacciones de radicales libres.

Existen estudios que sugieren la capacidad quelante de metales de las

OPCs, siendo en el caso del hierro en proporcion 2:1 y en el caso del cobre 4:1.

Otras investigaciones con alimentos que contienen polifenoles, como el té
y el vino tinto, han demostrado como estos compuestos son capaces de inhibir la

absorcion del hierro no hemo.272:307.308
e Inhibiciéon enzimatica

Las proantocianidinas también pueden exhibir actividad antioxidante a
través de la inhibicion de enzimas prooxidativas. Existen estudios que muestran
la capacidad de inhibicion de la lipoxigenasa,?7%3%9:310 |3 cual es una enzima que
cataliza la peroxidacion lipidica de las biomembranas y las lipoproteinas
plasmaticas. Otros articulos abordan el efecto de las OPCs sobre la enzima
Oxidonitricosintasa (NOS). El 6xido nitrico (NO) derivado de forma enddgena se
sintetiza a partir de larginina mediante la NOS. Las procianidinas diméricas que
tienen epicatequina como unidad terminal de flavan-3-ol son inhibidores de la

actividad de la NOS.272311

La autooxidacion de las especies reactivas de oxigeno (ROS) de los acidos
grasos poliinsaturados, también llamada peroxidacion lipidica es un mecanismo
comun en condiciones patolégicas con estrés oxidativo. La peroxidacion lipidica
esta involucrada en la modificacion oxidativa de las lipoproteinas de baja densidad

(LDL) y que esto finalmente conduce a la formacion de lesiones ateroscleroticas,
__________________________________________________________________________________________________|
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asi como lesiones en bebés nacidos prematuramente. Las proantocianidinas son
buenos inhibidores de la peroxidacion lipidica, con actividades inhibitorias

similares o superiores a las de los antioxidantes estandar trolox y vitamina E.27%:312

Por otro lado, el exceso de radical libre de NO y Oz (NO « y ONOO-) puede
estar implicado en la fisiopatologia de los trastornos neurolégicos, como el
accidente cerebrovascular, la enfermedad de Parkinson y la enfermedad de
Huntington. Algunos estudios sugieren que las OPCs no reaccionan directamente

con ONOO-, pero si con intermediarios oxidantes y nitrantes.?72:313
c) Accion anticancerigena

La muerte celular es llevada a cabo por diferentes vias: apoptosis y
necrosis. La apoptosis es una forma de muerte celular programada que se
caracteriza por la contraccion celular, la condensacién de la cromatina, la
fragmentacion del ADN internucleosémico y la formacion de cuerpos apoptéticos.
El proceso de muerte apoptética esta regulado por varios genes, algunos de los
cuales la promueven (Bax, Bcl-xs, c-myc, p53, cfos) y otros la inhiben (Bcl-2, Bcl-
xL). La regulacion inadecuada de la apoptosis contribuye a trastornos, como
cancer, infeccion viral y accidente cerebrovascular.?’?3% Los estudios también
han demostrado que varios agentes quimiopreventivos contra el cancer pueden
inducir la apoptosis, mientras que varios agentes promotores de tumores inhiben
la apoptosis. El estrés oxidativo esta involucrado en la activacion de los factores
de transcripcion y el desencadenamiento de la apoptosis.?’2315316 En
consecuencia, el estrés oxidativo ha sido implicado tanto en la apoptosis como en

la patogénesis del cancer, y por lo tanto, los antioxidantes, incluidas las
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proantocianidinas  oligoméricas, pueden ser utles como agentes
guimiopreventivos y/o anticancerigenos. Algunos estudios han mostrado como
algunos componentes de las OPCs pueden desencadenar la apoptosis de células
cancerigenas,3'”318 mientras que otros hablan de la modulacién del gen Bel-2 y

p_53.272|319
d) Accion en enfermedades cardiovasculares

Las proantocianidinas exhiben propiedades cardioprotectoras a través de
diferentes mecanismos de accion, incluida la inhibicion de la oxidacion de las
lipoproteinas de baja densidad (LDL), la relajacién de los vasos sanguineos
dependiente del endotelio, la inhibicion de la agregacién plaquetaria y la

trombosis, y la proteccion contra la lesion por isquemia-reperfusion.272:320
e Inhibicién de la oxidacion de LDL

El estrés oxidativo juega un papel importante en el desarrollo de la
aterosclerosis. La LDL oxidada es absorbida rapidamente por los macréfagos,
convirtiéndolos en células espumosas que sirven como precursores de placas
fibrosas.?’2321 Las OPCs son capaces de inhibir la oxidaciéon de LDL como hemos

dicho anteriormente, por lo que previenen la formacion de placas de ateroma.
¢ Relajacién dependiente del endotelio de los vasos sanguineos

El 6xido nitrico (NO-, denominado factor relajante derivado del endotelio),
se sintetiza a partir del aminoacido L-arginina por accién de NOS. Ademas de su
efecto vasodilatador sobre el endotelio vascular, el NO« puede proteger al LDL de

la oxidacion, inhibir la agregacién plaquetaria y disminuir la adhesién de los
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leucocitos al endotelio.272:320 |_g actividad de las OPCs se debe a la vasodilatacion

por la estimulacion de la produccion de NO- por las células endoteliales.

Por otro lado, el sistema renina-angiotensina (RAS) es una cascada
bioenzimatica que desempefia un papel importante en la homoeostatis
cardiovascular al influir en el tono vascular, el equilibrio hidroelectrolitico y el
sistema nervioso simpatico. Los puntos comunes de la posible intervencion
terapéutica son la inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) y
los antagonistas del receptor de angiotensina. Ambos mecanismos de accion se
han descrito para las proantocianidinas. La actividad inhibidora de la ECA de las

procianidinas aumenta con el grado de polimerizacion.?72:321-324
e Inhibicién de la agregacién y trombosis de plaquetas

Un endotelio saludable secreta NOe« y prostaciclina, lo que impide la
adhesion de las plaguetas. Sin embargo, cuando el endotelio se dafia y las fibras
de colageno subyacentes quedan expuestas, las plaquetas se activan y se
adhieren al endotelio. Por lo tanto, las plaquetas contribuyen a la aterosclerosis
mediante la incorporacién en la lesion en desarrollo. Varios estudios en humanos
investigaron la actividad inhibidora de las OPCs sobre la activacion

plaguetaria.?72:325-328
e Proteccion contra lesiones por isquemia-reperfusion

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) juegan un papel importante en la
patogénesis de la lesion tisular inducida por isquemia. La restitucién temprana del
flujo sanguineo a los tejidos isquémicos es esencial para detener la progresion de

la lesién celular asociada con la disminucion del suministro de oxigeno y
I ——
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nutrientes. Sin embargo, la reperfusion de tejidos isquémicos inicia una compleja

serie de reacciones que lesionan los tejidos.

Algunos estudios mostraron una reduccion en el dafio por isquemia-
reperfusion cuando las ratas se suplementaron durante tres semanas con
procianidinas de semillas de uva, lo cual indica un efecto beneficio de las OPCs a
este nivel.?72329-331 Un estudio sugirié que las propiedades cardioprotectoras de
las semillas de uva podrian atribuirse en parte a su capacidad de inhibir los

factores proapoptéticos INK-1 y c-Jun.272:329
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3.0BJETIVOS

Objetivo general

El objetivo de este estudio es evaluar la efectividad del nuevo suplemento
nutricional hecho a base de proantocianidinas oligoméricas (OPC) y vitamina C en
la respuesta del tejido para prevenir la gingivitis inducida (mediante el cese del

cepillado dental) en sujetos sanos tras 21 dias de uso.

Hipotetizamos un estado saludable del tejido periodontal en el grupo de estudio

frente a la gingivitis en el grupo de control.

Objetivos especificos

1. Valoracion del indice de Lde y Silness como indicador de la efectividad del
nuevo suplemento nutricional hecho a base de proantocianidinas
oligoméricas (OPC) y vitamina C en la respuesta del tejido para prevenir la
gingivitis inducida (mediante el cese del cepillado dental) en sujetos sanos
tras 21 dias de uso.

2. Valoracién del indice de sangrado gingival como indicador de la efectividad
del nuevo suplemento nutricional hecho a base de proantocianidinas
oligoméricas (OPC) y vitamina C en la respuesta del tejido para prevenir la
gingivitis inducida (mediante el cese del cepillado dental) en sujetos sanos
tras 21 dias de uso.

3. Valoracion del indice de placa de Turesky como indicador de la efectividad
del nuevo suplemento nutricional hecho a base de proantocianidinas

I ——
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oligoméricas (OPC) y vitamina C en la respuesta del tejido para prevenir la

gingivitis inducida (mediante el cese del cepillado dental) en sujetos sanos
tras 21 dias de uso.

4. Valoracion de los cambios de luminosidad o brillo de la encia como indicador
de la efectividad del nuevo suplemento nutricional hecho a base de
proantocianidinas oligoméricas (OPC) y vitamina C en la respuesta del tejido
para prevenir la gingivitis inducida (mediante el cese del cepillado dental) en

sujetos sanos tras 21 dias de uso.
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4.MATERIAL Y METODO

4.1. TIPO DE ENSAYO Y RESUMEN DEL DISENO DEL ESTUDIO

Se realiz6 un ensayo clinico prospectivo, aleatorizado, a doble ciego,
controlado con placebo de 21 dias de duracion, en 20 estudiantes voluntarios de la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Sevilla.

La duracion del estudio fue establecida en 21 dias debido a que es el tiempo
en que se puede llevar a cabo el estudio de los diferentes parametros clinicos en la
encia sin causar problemas irreversibles en ella. Esto es debido a que en la
gingivitis se establecen diferentes etapas (lesion inicial, lesion temprana y lesion
establecida). Esta Ultima se da entre los dias 14 y 21, y es en la que podemos
observar cambios en color, tamafo, textura, etc. sin provocar dafos irreversibles.
Una vez alcanzada esta etapa, si no se llevan a cabo medidas de higiene pueden
empezar a aparecer signos de lesién avanzada que lleven a la destrucciéon
periodontal en sujetos susceptibles de desarrollar enfermedad periodontal, siendo
éste el motivo de no alargar durante mas dias nuestro estudio.3%?

Para detectar una diferencia de 0,75 en la variable principal (indice gingival
de Loée y Sillness), asumiendo un error alfa de 0,05 y una potencia del 80%, asi
como una varianza de 0,9, se calcul6 un tamafio muestral de 20 sujetos de estudio.

El Comité de Etica de la Universidad de Sevilla aprob6 el protocolo de estudio
(Anexo 1). Antes de la participacion, el propésito y los procedimientos se explicaron
completamente a todos los voluntarios sanos y todos los participantes dieron su
consentimiento informado por escrito de acuerdo con la Declaracion de Helsinki
(Anexo 2). El estudio se disefig, realizé, analizé e informé de acuerdo con las pautas

de “Buenas practicas clinicas”. Un seguro de responsabilidad civil fue contratado
|
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por parte de Laboratorios LACER, S.A. (Barcelona) con HDI Hannover International
(Espafna) Seguros y Reaseguros S.A. con numero de pdliza 130/002/001896 para
asegurar el procedimiento del estudio hasta 24 meses tras su finalizacion (ANEXO
3).

El estudio fue registrado en http://ClinicalTrials.gov (Protocol Registration
and Results System) con el numero NCT02515929. Se puede acceder al protocolo

si es necesario en http://ClinicalTrials.gov.

El estudio se llevé a cabo entre septiembre de 2013 y enero de 2014. El
reclutamiento comenz6 en septiembre y el inicio del estudio en los voluntarios se
llevod a cabo en octubre de 2013. Después de los 21 dias de seguimiento, se trataron
los datos para obtener los resultados en enero de 2014.

Un Unico examinador determiné la evaluacion de la elegibilidad del paciente
para el estudio y la inscripcion de los pacientes en el ensayo. Los pacientes
elegibles para el estudio fueron asignados aleatoriamente de forma individual al
tratamiento con suplementos nutricionales de proantocianidinas oligoméricas o
grupos placebo mediante una lista informatica generada por LACER S.A.

El estudio fue doble ciego, es decir, el examinador y el paciente no sabian a
gué grupo estaban asignados. El proceso de enmascaramiento se establecid
mediante la fabricacién especifica de la medicacion. La forma, tamafio, color y
sabor del tratamiento fue el mismo tanto en el comprimido del grupo control como
del grupo experimental.

Los pacientes tenian que tomar el tratamiento experimental o con placebo
cada noche después de la cena y después de un enjuague con agua. La pildora se

mantuvo en la boca hasta la disolucion completa. No se permitié beber ni comer
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durante 30 minutos después de tomar el tratamiento. El tratamiento experimental
consistié en 90 mg de cran exociano 408 (equivalente a 36 mg de OPC) y 120 mg
de vitamina C, mientras que el grupo placebo estaba compuesto por una sustancia
organoléptica similar pero libre de ingredientes activos. Ambos eran similares en
apariencia. No se permitieron métodos de higiene complementarios durante los 21
dias (cepillado de dientes, enjuagues o irrigacion con cualquier producto o uso de
hilo dental), lo que podria constituir un sesgo para el estudio.

En la etapa inicial del ensayo, se llevo a cabo una tartrectomia en cada
paciente para regularizar la situacion inicial. A cada paciente se le entregoé la
medicacion suficiente para el desarrollo de todo el estudio e instrucciones para su
correcta realizacion. Al inicio del tratamiento, tras la tartrectomia, se registro la
interleucina 6 (IL6) del fluido crevicular y el brillo de la encia.

Se realizaron dos visitas de evaluacion los dias 14 y 21 del estudio para un
examen clinico oral y para registrar el indice de Silness y Loe, el indice de sangrado
gingival, el indice de placa de Turesky y proceder a una toma de muestra del fluido
de crevicular de IL6, asi como evaluar los cambios en el brillo de la encia. Asi
mismo, en cada visita se llevo a cabo el recuento de la medicacion para verificar la
correcta toma del compuesto y se pregunté si estaba aconteciendo algun elemento
adverso.

A partir del momento de inicio del estudio, quedo prohibida la utilizacion de
cualquier producto de aplicacion local oral a los sujetos del estudio, si esto no se
cumpliese o fuese necesario el uso de alguno, el paciente quedaria retirado del

estudio y se cumplimentaria la hora del Cuaderno de Estudio “Final del estudio”.
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4.2. SELECCION DE LOS SUJETOS

4.2.1. Numero de sujetos
Se reclutaron un total de 20 alumnos voluntarios pertenecientes a la
Facultad de Odontologia de la Universidad de Sevilla, dirigidos y
supervisados por el coordinador del estudio. Todos ellos cumplian unos
criterios de seleccion acorde con los criterios de inclusion y exclusion
establecidos en el estudio. Los historiales médicos y dentales se realizaron
en la visita previa a la seleccion, y se seleccionaron los 20 participantes

segun los criterios mencionados.

4.2.2. Criterios de seleccion
e Criterios de inclusion
o Sujetos mayores de 18 afios, de ambos sexos.
o Buen estado general de salud.
o Minimo 20 piezas dentales sanas y elegibles (dientes del indice
periodontal de Ramijorf).
o Firma del consentimiento informado antes de iniciar el estudio.
e Criterios de exclusiéon
o Enfermedad periodontal, definido como bolsas =24 mm y/o
sangrado positivo al sondaje.
o Embarazo o periodo de lactancia.
o Portador de protesis fijas o removibles.
o Patologia tumoral en cavidad oral.

o Toma de antibi6ticos (periodo libre dos meses previo inicio de
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estudio).

o Hipersensibilidad a frutos rojos en general.

o Xerostomia.

o Fumador activo.

o Patologias infecto-contagiosas.

o Patologia/s con repercusion sistémica grave.

o Cualquier otro a juicio del investigador si cree que pone en
peligro o riesgo al sujeto participante.

o Sujetos con fenilcetonuria o alergia al aspartamo.

La participacion de los sujetos en el estudio pudo ser interrumpida a juicio
del investigador, cuando éste lo considerase oportuno. Los sujetos deberian
interrumpir el estudio en caso de cualquier complicacién clinica que requiriese
intervencion activa, por incumplimiento del protocolo, por cualquier
acontecimiento adverso no aceptable o el no deseo de continuar en el estudio por

parte del voluntario.

4.2.3. Seguimiento de interrupciones del tratamiento
Tras la interrupcion del tratamiento, se realizarian las siguientes
valoraciones en una sola visita de control final cuando sea posible:
e Exploracion fisicay oral general.
e Acontecimientos adversos.

e Medicacidon concomitante.
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Cuando un sujeto decidiese interrumpir su participacion en el estudio, el

investigador siempre hubiese debido contactar con dicho sujeto para, en lo
posible, obtener informacion sobre los motivos de la interrupcidn y posibles
acontecimientos adversos. Siempre que sea posible, el sujeto acudiria a una
visita de control final en el momento de la interrupcion o al cabo de poco

tiempo de la misma.

4.3. TRATAMIENTO A SEGUIR

4.3.1. Tratamiento del estudio

En la visita basal a todos los sujetos incluidos se les realiz6 una anamnesis
completa y despistaje de los criterios de inclusién y exclusion.

Se les explicd y dio respuesta a las dudas del estudio planteadas,
previamente a la firma del consentimiento informado de participacion en el estudio
si asi era su voluntad (Anexo 4 y 5).

Toda la medicacion del estudio fue proporcionada por LACER, S.A. y
conservada en un lugar seguro. Se obtuvo un certificado de calidad y un

certificado de inocuidad de forma previa al comienzo del estudio (Anexo 6y 7).

a) Tratamiento experimental:
Comprimidos orales desleibles.
Posologia: 1 comprimido al dia.
Composicion: 90 mg exocian cran 408 (equivalente a 36 mg OPCs) y 120
mg vitamina C (acido ascorbico). Extracto de arandano, xilitol, manitol,

neohesperidina, vainillina, sacarina sédica, aroma de mora, aerosil, talco,
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estearato de magnesio vegetal.

b) Tratamiento control
Comprimidos orales desleibles.
Posologia: 1 comprimido al dia.
Composicion: Sustancia placebo con la misma composicion organoléptica
exenta de compuesto activo. Manitol, neohesperidina, sacarina sodica,
vainillina, aroma de mora, aerosil, talco, estearato de magnesio vegetal,

colorante carmin y laca de aluminio indigo carmin.

Se indicé la toma del comprimido (experimental o placebo) por la noche
después de cenar, tras un enjuague oral con agua corriente. Posteriormente el
comprimido se mantuvo en la boca hasta su total disolucion. No se permitié beber

ni comer durante 30 minutos después de tomar el tratamiento.

4.3.2. Plan de tratamiento
Primera visita. Los sujetos fueron asignados por aleatorizacion al grupo
experimental o control, se les realiz6 una tartrectomia para descontaminar e igualar
la situacion de partida de los miembros de ambos grupos, se les entrego la
medicacion suficiente para la totalidad del estudio y se explicaron las instrucciones

para su correcta cumplimentacion.

Segunda visita (dia 14). Se valor6 el cumplimiento al tratamiento a través
de unas preguntas realizadas a los sujetos de forma verbal y se realizaron los
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controles pertinentes establecidos en cada visita y expuestos anteriormente.

Tercera visita (final estudio, dia 21). Se valor6 el cumplimiento al
tratamiento a través de unas preguntas realizadas a los sujetos de forma verbal, se
realizaron los controles pertinentes establecidos en cada visita y expuestos

anteriormente y se recogio el producto no consumido.

Asi mismo en cada visita se les recordd la existencia de declarar la
medicacion concomitante o el uso de medidas de higiene oral si hubiese

acontecido.

4.3.3. Duracién del tratamiento
Los sujetos fueron tratados durante 21 dias desde la visita inicial.
Previamente, se llevd a cabo una visita de seleccion de los voluntarios

participantes.

4.3.4. Responsabilidad y justificacion de la medicacién
La medicacion del estudio se mantuvo en un lugar seguro y, bajo la
responsabilidad del investigador, solo fue entregada a los sujetos del estudio. El
investigador se responsabilizd del mantenimiento de un adecuado registro de la
dispensacion de la medicacion del estudio. En caso de la destruccion accidental o

deliberada de cualquier medicacion se hubiese debido justificar.
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4.3.5. Otros tratamientos - Medicacion concomitante

La medicacion que se considere necesaria para el bienestar del paciente
pudo ser recetada por el investigador (excepto la que expresamente queda
recogida en los criterios de exclusion). La administracion de todas las medicaciones
debid ser registrada en la seccion correspondiente del Cuaderno de Recogida de
Datos (Anexo 8).

Quedd totalmente prohibido el inicio o cambio de dosis de cualquier
medicacion que interaccionase con el tratamiento o que enmascarase e interfiriese
en el resultado e interpretacién del mismo, asi como cualquier producto para
higiene y tratamiento oral que no fuese recetado por el investigador correspondiente

y en cuyo caso hubiese supuesto la eliminacion del sujeto del estudio.

4.4. DESARROLLO DEL ENSAYO Y EVALUACION DE LA
RESPUESTA

4.4.1. Visita 0 (basal): Dia 0
Todos los voluntarios que quisieron participar en el estudio se citaron para
una valoracién previa para poder seleccionar a los 20 sujetos participantes en el
estudio. La valoracion se llevo a cabo mediante la realizacion de:
e Historial médico.
e Exploracion clinica oral (tejidos blandos y duros).
e Viabilidad piezas segun Ramfjord: 1.6/2.1/2.4/3.6/4.1/4.4 (se registran las
cuatro superficies lisas de cada diente)

e Valoracion del estado de la encia/tejido alveolar ambas arcadas.
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Si el paciente cumple los criterios de seleccion, se le explicaran los
procedimientos del estudio y se solicitara la firma del consentimiento informado
para participar en el mismo. Si el paciente otorga su libre consentimiento y
voluntario de participacion, sera incluido en el estudio.

Se le entregara una hoja de informacién general al paciente en la cual se le

recuerdan las pautas basicas a seguir junto a un diario del paciente.

4.4.2. Visita 1: Dia de Inicio del estudio (Dia 1)

El dia de inicio del estudio se record6 a todos los pacientes las instrucciones del
mismo, se la insistio en la imposibilidad de realizar medidas de higiene adicionales
desde el momento de comienzo del estudio, asi como la obligatoriedad de declarar
la toma de farmacos. Una vez realizado esto se procedio a:

e Detartraje

e Entrega de medicacién e instrucciones

e Entrega del diario del paciente

e Toma de muestra del fluido crevicular para el estudio de IL6 (situacion inicial)

e Registro del brillo de la encia (situacion inicial)

Tras llevar a cabo los procedimientos se le entreg6 al paciente la cita de la

proxima visita (Tabla 22).

4.4.3. Visita 2: Dia 14
Se llevé a cabo una exploracion fisica oral de los tejidos blandos y duros. Se
llevé a cabo el recuento de la medicacion para verificar la correcta toma del

compuesto, asi como se pregunté si estaba aconteciendo algin elemento adverso
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o habia realizado algan método de higiene o habia comenzado la toma de algun

farmaco (Tabla 22).
En esta visita se llevo a cabo el registro de:
e Indice de placa de Turesky
e Indice gingival de Loe y Silness.
e Indice sangrado gingival
e Toma de muestra del fluido crevicular para el estudio de IL6
e Brillo de la encia
Tras el registro de las variables del estudio se reviso el diario del paciente y

se entrego la cita para la proxima visita.

4.4.4. Visita 3: Dia 21 (Final estudio)

Se llevd a cabo una exploracion fisica oral de los tejidos blandos y duros. Se
llevd a cabo el recuento de la medicacién para verificar la correcta toma del
compuesto, asi como se preguntd si estaba aconteciendo algun elemento adverso
o habia realizado algun método de higiene o habia comenzado la toma de algun
farmaco (Tabla 22).

En esta visita se llevé a cabo el registro de:

e Indice de placa de Turesky

 Indice gingival de Loe y Silness.

« Indice sangrado gingival

e Toma de muestra del fluido crevicular para el estudio de IL6

e Brillo de la encia
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Tras la recogida de los datos de las diferentes variables para completar el
estudio se verificd la cumplimentacion total del “Cuaderno de Recogida de Datos”,
se reviso y recogio el “Diario del Paciente” y se recogié la medicacion sobrante. Una

vez realizado todo esto, se llevd a cabo la Finalizaciéon del Estudio.

Tabla resumen de actividad por dia de visita

indice Indice Toma de
indice de Brillo o
Entrega gingival de sangrado muestra
Visita Detartraje placa de luminosidad
Documentacion Loéey gingival del liquido
Turesky de la encia
Silness crevicular
Visita 1
X X X X
(Dia 1)
Visita 2
X X X X X
(Dia 14)
Visita 3
X X X X
(Dia 21)

Tabla 22. Tabla resumen de actividad por dia de visita

4.5. DESCRIPCION DE LOS METODOS

4.5.1. Historia médicay exploracion fisica oral
Antes de la inclusion en el estudio, se interrog6 al voluntario sobre su historia
meédica general y, en particular, sobre su historia dental, recogiendo todos los
tratamientos previos que se hubiese realizado para poder realizar una historia
médica y odontoldgica del voluntario.
Tras la entrevista se llevdé a cabo un examen fisico oral para realizar un
odontograma y considerar si el voluntario cumplia los criterios de seleccién segun
el indice de Ramfjord, es decir, que las mediciones pudiesen ser llevadas a cabo

en los dientes 1.6., 2.1, 2.4, 3.6, 4.1y 4.4.199
I ——
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Todo esto se llevo a cabo para asegurar el cumplimiento por parte de los
sujetos incluidos de los criterios de inclusion y exclusion.

A partir de la visita basal (Dia 0), en cada uno de los controles se realizé una
exploracion fisica oral (tejidos duros y blandos) para evaluar el estado bucodental
del sujeto.

4.5.2. Valoracion del indice gingival de Lée y Silness:
e Se examinaron los dientes segun el criterio de Ramfjord!®® (dientes: 1.6 - 2.1

-2.4-3.6-4.1-4.4) (Figura 4).

e Se registraron las cuatro superficies lisas de cada diente, esto sumoé un valor

maximo posible de 24 mediciones.

e El promedio del total de las mediciones efectuadas constituyo el indice

gingival de LOe y Silness para toda la boca del individuo.

e Se empled una sonda periodontal para el examen.

superior derecha superlor izquierda
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as )
47 37
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Figura 4. Odontograma con los dientes de Ramfjord marcados.
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4.5.3. Valoracion del indice de sangrado gingival:

Se empled una sonda periodontal para el examen aplicando los siguientes

criterios:

0 - Ausencia de inflamacion.

1 - Inflamacion leve, leve cambio en el color y edema gingival. No hay

sangrado al sondaje.

2 - Inflamacion moderada, enrojecimiento, edema e hipertrofia gingival.

Sangra al sondaje (a los 10 segundos).

3 - Inflamacién severa, marcado enrojecimiento e hipertrofia. Puede

haber ulceraciones. Tiende al sangrado espontaneo.

Se realiz6 la media de este indicador en cada punto de evaluacion.

4.5.4. indice de placa de Turesky
Se examinaron las superficies vestibulares de los dientes anteriores, usando
un enjuague bucal de fucsina basica como agente revelador de placa y
un sistema de puntuacién numérica desde 0 hasta 5.
0 - No hay placa
1 - Vetas independiente de placa en el margen cervical del diente.
2 - Banda delgada continua de placa (hasta 1 mm) en el margen cervical.
3 - Banda mayor a un milimetro de ancho, pero que cubre menos de una
tercera parte de la corona.
4 - La placa cubre un tercio, pero no mas de dos terceras partes de
la corona.

5 - La placa cubre dos tercios o mas de la corona.
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Se realizé una media del valor de Turesky en cada diente explorado.

4.5.5. Analisis de mediadores de la inflamacién (IL-6)

Las muestras del fluido crevicular fueron recolectadas de las zonas
interdentales (lingual, vestibular, mesial, y distal) de los cuatro cuadrantes orales
para las piezas dentales 1.6, 2.1, 2.4, 3.6, 4.1 y 4.4 (Figura 5), mediante cinco
tiras de papel prensado de dos centimetros de largo, especial para fluido
crevicular. El tiempo de impregnacion para cada paciente fue de cinco segundos
e inmediatamente las tiras de papel fueron insertadas en microtubos Eppendorf de
0,5ml con 50ul de suero fisiologico a 4°C para su conservacion. El transporte de
las muestras al laboratorio biolégico fue en nevera de corcho con placas térmica
de hielo, donde a su llegada fueron congeladas a -80°C hasta su procesado en

conjunto.

Figura 5. Tiras de papel prensado para recoleccién de fluido crevivular.

Posteriormente se procedido a analizar simultaneamente la concentracion

en pg/ml de Interleucina 6 (IL-6) presentes en cada muestra mediante

Estudio clinico prospectivo controlado a doble ciego sobre la prevencién de la gingivitis con suplemento 132
nutricional a base de proantocianidinas oligoméricas.



<

[

Uy,
i,o
"Ynas ?

asiDq,

Tesis Doctoral Rosa Maria Diaz Sanchez, 2018

paneles BIOPLEX de 96 pocillos marca LUMINEX® (USA) (Figura 6), que estan
basados en la unién de la técnica de inmunofluorescencia directa (IFl) y la
citometria de flujo (CMF), a través de esferas imantadas, dos anticuerpos
especificos primarios y secundarios, y una enzima de sustrato coloreado

conocido (Figura 7).
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Figura 7. Protocolo técnico de Bioplex-Luminex.
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4.5.6. Luminosidad o brillo de la encia del paciente
La luminosidad de la encia fue tomada para identificar posibles cambios de
coloracién a nivel gingival. El enrojecimiento de la encia acompania a la inflamacién
de este tejido, por lo que es un factor que podria ayudar a diferenciar cambios

inflamatorios a este nivel (Figura 8).

Figura 8. Ejemplo de toma de color a un paciente con el SpectroShade.
La luminosidad de la encia fue registrada con el SpectroShade™ Micro

de MHT Optic Research AG (Suiza) (Figura 8 y 9). Dicho instrumento esta

disefiado para la toma de color dental. No obstante, ademas de incluir las guias
de color correspondientes a mdltiples casas comerciales, el SpectroShade™
luminosidad de cualquier color, no sélo

tiene la posibilidad de medir la
tonalidades de blanco, por lo que se us6é para observar el cambio en la
coloracion de la encia dentro del mismo paciente tomando su color de referencia
I ——
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y haciendo la comparacion del mismo punto, en el area de la papila interincisiva
(entre el 1.1 y 2.1) a cinco milimetros de la punta de ésta, en cada una de las

visitas.

El registro de luminosidad se tomo realizando una foto intraoral con el
SpectroShade™ Micro. Dicha fotografia fue archivada en el programa

SpectroShade Analysis en una ficha creada para cada paciente.

El registro de la luminosidad del paciente se llevé a cabo en cada una de las
visitas programadas para la realizacién del estudio. Dichas fotografias fueron
renombradas asignandole a cada una de ellas un nombre en el cual se especificd
el estudio al que corresponde (LACER S.A.), un numero de asignacién
correspondiente al sujeto fotografiado y el dia de la visita a la que corresponde
con los numeros 1, 2 6 3. Ej. Lacer 1.1 (foto correspondiente al primer dia de
estudio), Lacer 1.2 (foto correspondiente a la visita a los 15 dias), etc.

Una vez obtenidas las tres fotografias correspondientes a las tres visitas de
recogida de datos, éstas fueron comparadas con ayuda del programa de analisis
SpectroShade Analysis Software Version 2.30. (Suiza). La comparacion se realizé
seleccionando un punto en el area de la papila interincisiva a cinco milimetros de
la punta de ésta, en las tres fotografias y seleccionando el valor correspondiente
a la luminosidad (Figura 10).

Antes de tomar el registro en el paciente, el SpectroShade™ Micro tuvo
gue calibrarse tomando unas fotografias de color blanco y verde, cuyas
referencias vienen insertadas en el pie cargador del equipo (Figura 11a y 11b).

Una vez calibrado aparece en la pantalla calibrado OK (Figura 12ay 12b).
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MHT SpectroShade

Figura 9. Pantalla de toma de imagenes de la encia del paciente.
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Figura 10. Analisis de la luminosidad de la encia con el programa Spectro Shade Analysis.
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Los datos fueron registrados en tablas para posteriormente tratarse con el

programa de andlisis estadistico.

Figura 11 ay b. Toma de imagenes para el calibrado del equipo.
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Figuras 12 a y b. Pantalla de calibrado del SpectroShade y pantalla de “Calibrado OK”.

4.6. ACONTECIMIENTOS ADVERSOS
Los acontecimientos adversos que pudiesen acontecer durante la realizacién
del estudio debian seguir una codificacion especifica y proceder a la activacion de

un protocolo desarrollado en el anexo que lleva por titulo “Acontecimientos

adversos” (Anexo 9).

4.7. ASPECTOSETICOS

4.7.1. Declaracién de Helsinki
El estudio se llevé a cabo de acuerdo con la declaracién de Helsinki, y
sus posteriores modificaciones, en estricta observancia de la legislacion vigente.
Tanto el equipo investigador como LACER, S.A. (a través de la persona

encargada del seguimiento), se aseguraron de que el centro (Facultad de
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Odontologia de Sevilla) disponia de todos los recursos médicos y paramédicos
para hacer frente y tratar cualquier incidente no deseado que pudiera

presentarse (Anexo 2).

4.7.2. Informacién y consentimiento del paciente

El investigador se asegur60 de que cada paciente recibiese una
informacion, tanto verbal como escrita, adecuada y completa respecto a la
naturaleza, proposito y posibles riesgos y beneficios del estudio. Del mismo
modo, se notificé a los sujetos que tienian derecho a retirarse del estudio en
cualquier momento y sin perjuicio de su posterior asistencia. El investigador se
responsabilizd de obtener, de todos los sujetos, el consentimiento escrito a

participar en el estudio previamente a la inclusion en el mismo (Anexo 4 y 5).

4.7.3. Proteccion de los datos de los sujetos

Los datos sobre los sujetos recogidos en el curso del estudio fueron
documentados de manera anénima. Tanto en los Cuadernos de Recogida de
Datos como en la base de datos, los sujetos fueron identificados por un nimero de
paciente, sus iniciales, edad y sexo.

Si el conocimiento de la identidad del sujeto fuera necesario por razones
reguladoras o de seguridad, se acordé mantener la confidencialidad tanto por parte
de LACER, S.A. como por parte del investigador.

El investigador fue responsable de realizar una lista de todos los sujetos a los
gue se les asigné un numero de paciente, incluyendo el numero de paciente

asignado, nombre completo, teléfono y ultima direccién conocida.
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4.8. ANALISIS ESTADISTICO

4.8.1. Manejo de los datos
El manejo de los datos se realiz6 mediante el uso del programa estadistico
IBM SPSS Statistics for Windows, Version 22.0. Armonk, NY: IBM Corp. Released
2013. Se cred una base de datos que imitd el correspondiente Cuaderno de
Recogida de Datos (Anexo 8) para facilitar el procedimiento de entrada de los
mismos. Para cada variable se definié un rango minimo y maximo, asi como el

nombre de la variable y de sus valores.

Los Cuadernos de Recogida de Datos fueron revisados y codificados. A
cada Cuaderno de Recogida de Datos se le asignd un numero interno
consecutivo antes de la entrada de los datos, siendo cada uno identificado por
el orden de entrada en el estudio.

Se llevé a cabo un procedimiento de control de calidad para asegurar
la confianza de la base de datos. Un miembro del equipo fue el encargado de
hacer una revision final aleatoria, y confirmar que los fatos introducidos eran

correctos con los datos registrados en los Cuadernos de Recogida de Datos.

4.8.2. Valoracién de los datos y consideraciones estadisticas
El andlisis de los parametros de eficacia se realizé por "intencion de tratar".

El nivel de significacion de los test estadisticos se fijo en p<0,05.
En primer lugar, se llevo a cabo una descripcion de las caracteristicas
basales de ambos grupos de tratamiento, utilizando porcentajes (variables
cualitativas) y medias (variables cuantitativas) con sus intervalos de confianza

correspondientes.
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Para valorar la homogeneidad al inicio del estudio, se aplico la prueba
chi- cuadrado para las variables cualitativas. Para las variables cuantitativas
se utilizé la prueba t-Student, tras asegurar la normalidad a través de la
prueba de Kolmogorov-Smirnov. Estas mismas pruebas se utilizaron para las

comparaciones entre grupos en cada uno de los controles.

La comparacion de la evolucion de las distintas variables relacionadas
con la valoracion de la cicatrizacion se estudio, si los criterios de normalidad se
cumplian, mediante el andlisis de la varianza para medidas repetidas (ANOVA),

caso contrario se utilizaria el test de Kruskal Wallis.

4.8.3. Valoracién de la seguridad

La evaluacién de la seguridad se efectu6 a partir de todos los sujetos
gue cumpliesen los criterios de inclusion y que hubiesen empleado al menos
una dosis de la medicacion del estudio.

Los acontecimientos adversos fueron tabulados y se realizaron

comparaciones entre grupos mediante la prueba de chi-cuadrado.

4.8.4. Tamafio de la muestra
Para detectar una diferencia de 0,75 en la variable principal (indice gingival de
Lbe y Sillness), asumiendo un error alfa del 0,05 y una potencia del 80%, asi como

una varianza de 0,9, se calcul6 un tamafio muestral de 20 sujetos de estudio.

141
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5.RESULTADOS

5.1. COMPARACION DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO.

Un analisis estadistico entre los dos grupos de estudio, con 10 pacientes
en cada grupo, en términos de sexo, edad (afios), peso (kg), altura (cm), consumo
de tabaco, alcohol y uso concomitante medicacion, se llevo a cabo para garantizar
la fiabilidad de los resultados. No encontramos diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos de estudio y el grupo de control, por lo que podemos
decir que homogeneidad entre los grupos fue adecuada (Tabla 23, figuras 13 y
14).

No se registraron complicaciones ni acontecimientos adversos durante el
estudio. Todos los participantes finalizaron el estudio con éxito en el tiempo
reglado, es decir, no acontecid ningun abandono por parte de los sujetos de

estudio ni ningun voluntario fue expulsado del mismo.

23,5+1,64

169,3 + 8,59

Tabla 23. Caracteristicas del grupo de sujetos de estudio. ACO: anticonceptivos orales.
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Caracteristicas del grupo de sujetos de
estudio. Sexo, fumador, alcohol y tratamiento
médico concomitante.

12 10 10
10
8
6
4
1
’ -' .
0 . [
Hombres  Mujeres Si No
Sexo Fumador Alcohol Tratamiento Médico

B Experimental (n=10) ®control (n=10)

Figura 13. Caracteristicas de los grupos de estudio. Sexo, fumador y tratamiendo médico

concomitante.

Caracteristicasdel grupo de sujetos de estudio. Edad, peso

y altura.
1E0 1547 1533
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Figura 14. Caracteristicas de los grupos de estudio. Edad, peso y altura.
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5.2. INDICES GINGIVALES DE LOE Y SILNESS, DE SANGRADO Y

DE PLACA EN LA SEGUNDA VISITA (14 DIAS TRAS EL

COMIENZO DEL TRATAMIENTO).

El indice gingival de Loe y Silness (de 0-3 de menor a mayor inflamacion
gingival) fue mayor en el grupo de control (1,24+0,66) que en el grupo
experimental (0,65+0,58), alcanzando una doble diferencia entre los dos grupos
(p <0,0001). El indice de sangrado gingival también corrobora este hecho, ya que
el indice de sangrado fue menor en el grupo experimental (0,91+0,84) frente al
grupo control (1,33+0,75) (p <0,005). A diferencia de los valores obtenidos en los
indices de sangrado gingival y de Loe y Silness, la cantidad de placa dental
depositada en la superficie de los pacientes segun el indice de placa de Turesky
fue ligeramente mayor (33%) en el grupo experimental (1,68+0,79) que en el grupo

control (1,25+0.91) (p <0,006) (Tabla 24 y Figura 15).

5.3. INDICE GINGIVAL DE LOE Y SILNESS, DE SANGRADO Y
DE PLACA EN LA TERCERA VISITA (21 DIAS TRAS EL

COMIENZO DEL TRATAMIENTO).

Los resultados obtenidos 21 dias después del inicio del tratamiento
mostraron la tendencia observada en la visita intermedia, aumentando la
diferencia entre los grupos de estudio. El indice de Silness y Loe fue mas alto en
el grupo de control (1,48+0,60) en comparacion con el grupo experimental
(0,97+0,54), con una diferencia del 50% entre los grupos de estudio (p <0,0001).

En el indice de sangrado gingival, el grupo control mostr6 mayor hemorragia
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(1,61+0,66) que el grupo experimental (0,98+ 0,67) (p <0,0001). Sin embargo, la
deposicién de placa fue mas alta en el grupo experimental (3,35+1,59) que en el
grupo de control (1,68+1,43) segun el indice de placa de Turesky (p <0,0001)

(Tabla 24 y Figura 15).

Tabla 24. indice de Lde y Silness, indice de Sangrado Gingival e indice de Placa. (*) diferencias

s

estadisticamente significativas.

indice de Loey Silness, de sangrado gingival y

de placa de Turesky

4
3,5

3
2,5

2
1,5

1 —
0,5 |

0

Dia14 Dia21 Dia14 Dia21 Dia 14 Dia21
indice Léey Silness indice de Sangrado Gingival indice de Placa

M txperimental ™ Control

Figura 15. Grafico comparativo del indice gingival de Lde y Sillness, de sangrado gingival y
de placa de Turesky llevados a cabo en nuestro estudio en la segunda visita (dia 14) y tercera

visita (dia 21).
|
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5.4. LUMINOSIDAD O BRILLO GINGIVAL

El brillo gingival se tomé en cada paciente utilizando Micro SpectroShade
Optic Research MHT AG (Suiza). Este valor se tom6 al comienzo, en la visita
intermedia y en la visita final. Los datos obtenidos de estas tres mediciones en
cada paciente no mostraron diferencias estadisticamente significativas, siendo
éstos en la visita inicial en el grupo experimental 30,75+4,19 frente a 31,37+£3,55
en el grupo control; en la visita intermedia 32,70+3,48 para el grupo experimental
frente a 31,50+3,10 del grupo control. Por dltimo, en la tercera visita tampoco se
encontraron diferencias significativas con 32,57+4,72 para el grupo experimental
frente a 31,22+2,52 del grupo control. La diferencia en la luminosidad o brillo
gingival desde el dia 21 al dia 14 de estudio tampoco obtuvo diferencias
estadisticamente significativas con valores de -0,12+1,85 en el grupo experimental

frente a -0,28+1,92 en el grupo control (p de 0,351 a 0,545) (Tabla 25y Figura 16).

Brillo de la Encia Experimental Control p
Dia de inicio 30,75+ 4,19 31,37 £ 3,55 0,351
Dia 14 32,70 + 3,48 31,50 + 3,10 0,480
Dia 21 32,57 £ 4,72 31,22 +2,52 0,425
Diferencia (Dia 21- -0,12 + 1,85 -0,28 + 1,92 0,545
14)

Tabla 25. Luminosidad o brillo de la encia.
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Luminosidad o brillo gingival

33 32,7 32,57
32,5
32
31,5
31,5 31,37 31,22
31 30,75
30,5
30
29,5
Dia de inicio Dia 14 Dia 21

M Experimental ® Control

Figura 16. Grafica comparativa entre los grupos de estudio en cuanto al brillo o luminosidad de la

encia en las tres visitas registradas.

5.5. ESTUDIO DE IL6 EN EL FLUIDO CREVICULAR

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la situaciéon
inicial entre el grupo experimental (62,85 + 45,8 pg/ml) y el grupo control (126,60
+ 54,03 pg/ml) y en las visitas posteriores. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre la primera visita y la segunda visita (44,90 +
44,05 pg/ml del grupo experimental frente a 79,20 = 64,54 pg/ml del control), y la
primera y tercera visita (-40,70 + 45,02 pg/ml del grupo experimental frente a -
56,70 £ 70,63 pg/ml del control), aunque fue significativa entre la segunda visita y
la tercera (-4,20 £ 3,21 pg/ml del grupo experimental frente a -22,00 + 21,03 pg/ml

del control) (Tabla 26 y Figura 17).
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‘ 62,85 + 45,8 0,011(%)

‘ 22,15+ 15,14 0,011(*)

‘ -40,70 + 45,02

Tabla 26. IL-6 en el liquido crevicular (pg/ml). (*) diferencias estadisticamente significativas.

IL-6 en el liquido crevicular (pg/ml)

150 126,6
100
62,85 474
0 T T T T ﬁ
Dia de Inicio Dia14 Dia21 le(Dla 14- Dif (Dia
-50 Inicio) 14)
-100

H Experimental EControl

Figura 17. Gréafico comparativo de la cantidad de IL-6 en los grupos de estudios en las visitas

registradas, asi como la diferencia de los cambios entre los tres dias.
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6.DISCUSION

La gingivitis es una enfermedad inflamatoria de los tejidos de soporte
dentales, afectando en primera instancia a la encia. Dicha afectacion podria
pasar a estadios mas avanzados dando lugar a la aparicion de periodontitits la
cual lleva a la destruccién de los tejidos de soporte de los dientes (encia, ligamento
periodontal y hueso alveolar).t490-112

La gingivitis es causada por el depdsito de placa sobre la superficie de los
dientes, siendo dicho depdsito un factor irritante para la encia que desencadena
inflamacion y sangrado. Esta afectacion es reversible si el paciente lleva a cabo
higiene constante y correcta. Estas medidas de higiene estan argumentadas en
gran parte por una correcta técnica de cepillado, no existiendo, hasta el momento,
alternativa valida para frenar el depoésito de placa o su eliminacion de forma
mecanica.1-334-337

El farmaco utilizado en el estudio actual es un suplemento nutricional a base
de arandano y frutos rojos rico en proantocianidinas oligoméricas (OPCs).228334-338
Las proantocianidinas han sido un tema de investigacion muy estudiado en los
tltimos afios, tal y como hemos detallado en la introduccién, debido a sus
poderosas actividades antioxidantes y anticancerigenas y debido a sus
propiedades sistémicas antiinflamatorias, antimicrobianas y vasodilatadoras.

El efecto beneficioso de las proantocianidinas se atribuye a su capacidad
para reducir el estrés oxidativo, la peroxidacién de lipidos, la generacién y
eliminacién de radicales libres y la oxidacién de LDL.

Las propiedades atribuidas anteriormente a las proantocianidinas

oligoméricas justifico testar este complemento a nivel oral, ya que, si tiene efectos
I ——
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antimicrobianos, (debido a la inhibicion de enzimas bacterianas extracelulares y la
accion sobre el metabolismo microbiano a través de la inhibicion de la fosforilacion
oxidativa?’9283), y efectos antiinflamatorios y antioxidantes a nivel sistémico (por la
eliminacion de radicales libres, quelacion de metales de transicion, actividad e
inhibicion enziméatica y extincidon de singletes de oxigeno) podria interferir en el
desarrollo de las enfermedades del tejido periodontal y en el depdsito de placa
sobre la superficie dental, constituyendo, de ser asi, un paso adelante en las

medidas de higiene y prevencion de las enfermedades periodontales.

6.1. DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS.

Los resultados obtenidos tras llevar a cabo nuestro estudio clinico sobre el
uso de las OPCs en la gingivitis sugieren que existe un efecto antiinflamatorio en
los tejidos periodontales, ya que el indice gingival de Loe y Silness y el indice de
sangrado gingival fue mayor en el grupo control frente al grupo experimental,
existiendo diferencias estadisticamente significativas tanto en la visita realizada a
los 14 dias como en la llevada a cabo a los 21 dias del comienzo el estudio, por
lo que el grado de gingivitis inducida en nuestros sujetos de estudio fue menor en
el grupo al que se administraba el compuesto activo frente al grupo tratado con
placebo. Sin embargo, la cantidad de placa dental depositada en la superficie
dental de los pacientes, registrada mediante el indice de Turesky, fue mayor en
un 33% en el grupo experimental frente al grupo control. Este hecho nos indica
gue, a pesar de haber un depdsito mayor de placa en los pacientes tratados con
compuesto activo, la gingivitis inducida, y por tanto la reaccién inflamatoria, fue
menor en el grupo experimental, lo cual indica que la naturaleza bacteriana de la
I ——
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placa dental o bien la respuesta del huésped pudo estar alterada, causando
menos reaccidon en los tejidos periodontales, llevandonos a sospechar que este
suplemento ciertamente pudiese tener un efecto antimicrobiano y/o
antiinflamatorio. Este hecho podia ser explicado debido a la capacidad de las
OPCs de inhibir a las enzimas microbianas por su caracter astringente, por la
accion directa sobre el metabolismo microbiano debido al acido tanico y/o por la
capacidad de formacién de complejos con iones metalicos necesarios para el
crecimiento bacteriano. Por ello, estudios clinicos similares al nuestro cuyo
objetivo sea la realizacidon de cultivos bacterianos para identificar la naturaleza de
la placa dental en presencia de OPCs, asi como la virulencia o agresividad de las
cepas presentes, pueden ser interesantes.

Sin embargo, aunque segun los parametros de observacion clinica la
gingivitis inducida y la reaccion de los tejidos periodontales frente al deposito de
placa fue menor, los valores IL-6 no estuvieron disminuidos, ya que aunque los
resultados muestran tendencia a corroborar los datos obtenidos en los indices
gingivales registrados a lo largo del desarrollo del estudio, encontramos
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de estudio en la toma
de la muestra inicial, es decir no existia homogeneidad entre ellos en cuanto a
esta variable. Este hecho puede constituir un sesgo en la posterior interpretacion
de los datos, provocando que solo podamos basarnos en los parametros de
observacion clinica para afirmar un efecto real en la reaccion de los tejidos
periodontales frente al deposito de placa bacteriana en la gingivitis inducida. No
obstante, aunque partimos de una diferencia inicial entre los grupos de estudio, la

diferencia en la cantidad registrada de IL-6 en el liquido crevicular en el grupo
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control fue mayor que en el grupo experimental en todas las visitas con diferencias
estadisticamente significativas, siendo ademas las diferencias entre el registro
llevado a cabo el dia inicial y la segunda visita, asi como entre la visita inicial y
final no estadisticamente significativas, 1o que significa que la produccion de la IL-
6 en los sujetos de cada grupo de estudio se mantuvo constante, no llegando a
igualarse aun en presencia de una mayor cantidad de placa dental en el grupo
experimental. Dentro de las diferencias en el registro de IL-6 entre las visitas, solo
la diferencia entre la visita intermedia y final muestran diferencias
estadisticamente significativas siendo los valores en el grupo experimental de -
4,20+3,21 pg/ml frene a -22,00+21,03 pg/ml en el grupo control. De igual manera,
proponemos estudios similares llevados a cabo en humanos con gingivitis
inducida en los que se estudien otros mediadores de la inflamacién diferentes,
asegurando homogeneidad en los grupos de estudios establecidos y ampliando el
namero de factores a estudiar para tener una visibn mas completa del
comportamiento de estos mediadores en presencia de OPCs.

Tampoco podremos apoyarnos en los datos obtenidos de nuestra Ultima
variable a tratar, la luminosidad o brillo de la encia, la cual fue obtenida con el uso
del Micro SpectroShade Optic Research MHT AG (Suiza). No obtuvimos
resultados estadisticamente significativos en la visita inicial, o cual resulto positivo
ya que marcaba la homogeneidad de los grupos en esta variable. No obstante, los
resultados a lo largo del estudio, tampoco mostraron diferencias estadisticamente
significativas en la visita intermedia y en la visita final. Estos datos podrian ser
explicados por varios motivos.

El primero de ellos, podria ser pensar que no acontecié un cambio de
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coloracién en la encia de nuestros voluntarios en ninguno de los grupos. Sin
embargo, sabemos por lo parametros clinicos que si hubo una reaccion de los
tejidos periodontales a desarrollar gingivitis en ambos grupos, aunque con
diferente magnitud, lo cual hubiese llevado a un enrojecimiento de la encia de
nuestros voluntarios tal y como se describe entre los sintomas y signos de esta
enfermedad.

El segundo motivo vendria dado por un error en la seleccion del parametro
de estudio seleccionado. Para llevar a cabo una medicion del cambio de color de
la encia de nuestros voluntarios seleccionamos el valor de los datos obtenidos en
cuanto al brillo o luminosidad, ya que este concepto hace referencia a la cantidad
de luz percibida, siendo un valor utilizado para determinar lo claro u oscuro de un
color determinado. Para esta seleccion nos apoyamos en que el color base de la
encia del paciente seria el mismo y lo que aconteceria seria un oscurecimiento de
la misma, sin embargo, a la luz de los resultados obtenidos proponemos a
investigaciones futuras tomar como referencia otra variable aportada por el
espectrometro como el matiz o tonalidad, en la cual podria asumirse un cambio
en la base del color de la encia del paciente o el estudio del croma o saturacion,
que determina la viveza o palidez de un color, su intensidad o pigmentacion.

Y por ultimo, un tercer motivo que explique estos resultados podria ser que
la diferencia obtenida en los cambios de color en los pacientes sea muy leve y no
suponga un factor determinante para arrojar resultados concluyentes como
variable de estudio, bien por el tiempo de estudio clinico establecido (21 dias), el
cual no debiamos alargar para no provocar dafos irreversibles en aquellos

pacientes susceptibles de desarrollar enfermedad periodontal o bien porque el
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cambio de coloracion de la encia al ser un factor dependiente de la pigmentacion
de la mucosa sea personal y no se pueda estandarizar y extrapolar como una

variable comun dentro de un grupo de estudio.

6.2. EVIDENCIA BASICA MEDIANTE ESTUDIOS IN VITRO E IN

VIVO Y RELACION CON NUESTROS RESULTADOS.

Mohana y cols. publicaron un estudio en 2015 sobre el efecto de los OPC
en la prevencion y el tratamiento de la aterosclerosis. La oxidacion de las
lipoproteinas de baja densidad (OxLDL) ha sido fuertemente sugerida como un
factor clave en la patogénesis de la aterosclerosis.®*® Debido a la accién
antioxidante de las proantocianidinas y la modulacién de la diferenciacion de
macrofagos, Mohana y cols. informaron del beneficio del producto como
prevencion y tratamiento de la aterosclerosis.3® La diferenciacion de monocitos a
macrofagos es un evento clave en la progresion de la aterosclerosis. La inhibicion
de este fendmeno formara la primera linea de defensa en la prevenciéon y el
tratamiento de la misma. Mohana y cols. estudiaron en este trabajo la
diferenciacion inducida por hipercolesterolemia entre monocitos y macrofagos in
vivo (ratas Wistar) que conduce a la aterosclerosis y OxyLDL, asi como la
diferenciacion de monocitos inducida por M-CSF in vitro. El uso de OPCs
disminuyo la diferenciacion de monocitos a macrofagos disminuyendo los niveles
de VCAM-I y MCP1 y regulando negativamente la via inflamatoria en el estudio in
vivo. En estudios in vitro, las OPCs disminuyeron la diferenciacion evidente por la
disminucién en los marcadores de macréfagos, MMP 2 y 9 y PPARy. Mohana y

cols. concluyeron que las OPCs dirigen de forma efectiva y regulan negativamente
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las etapas iniciales del desarrollo de la aterosclerosis, debido a entre otros motivos
a la influencia sobre la via inflamatoria, lo cual corrobora la accion antiinflamatoria
del compuesto, tal y como sugieren nuestros resultados.

En el mismo afio, Wang y cols. publicaron otro estudio en el que se abogaba
por el mecanismo antiinflamatorio de las OPCs, corroborando los datos obtenidos
por Mohana y cols. y nuestros resultados.33-33° Disefiaron un estudio in vivo en
modelos de ratones para investigar el efecto protector de los OPC contra la
esteatosis y la lesién hepética inducida por el alcohol. Los resultados mostraron
gue OPC mejoré significativamente la dislipidemia inducida por el alcohol y la
esteatosis hepatica, aliviada al reducir los niveles de alanina aminotransferasa
(ALT), aspartato aminotransferasa (AST), triglicéridos totales (TG), colesterol total
(TC), colesterol de baja densidad (LDL-c), malondialdehido hepatico (MDA), y
aumentar los niveles de lipoproteina de alta densidad sérica (HDL-c) y superéxido
dismutasa (SOD) del higado. Investigaciones adicionales indicaron que las OPCs
disminuyeron notablemente las expresiones de los genes de sintesis de lipidos y
los genes de inflamacion tales como proteina 1c de unién al elemento regulador
de esteroles (Srebp-1c), proteina-2 (Srebp2), IL-1b e IL-6 y TNF-a. Ademas, Wang
y cols. utlizaron la linea de células AML-12 para investigar los posibles
mecanismos que indicaban que las OPCs podria aliviar la esteatosis hepatica y el
dafo a través de la activacion de la proteina quinasa activada por AMP (AMPK)
gue implica estrés oxidativo. En conclusion, en este estudio se demostré un
excelente efecto protector de las OPCs frente a la esteatosis y lesion hepatica
inducida por alcohol.

Estos estudios sugirieron que las OPC podrian modificar la expresion de
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genes y mediadores de la inflamacion, reduciendo la inflamacién obtenida.33833°
Nuestros resultados muestran diferencias estadisticamente significativas en la IL-
6, sin embargo, las diferencias fueron significativas en el dia de inicio del estudio,
lo cual no nos permite tomar los datos de los dias consecutivos como fidedignos
por el sesgo que esto supone, tal y como hemos indicado anteriormente. Sin
embargo, los datos muestran una tendencia a valores mas bajos en el grupo
experimental en cada visita y este hecho sugiere, como en el estudio de Wang y
cols., que las OPCs podrian estar llevando a cabo una reduccion en la produccion
de IL-6.

Ademas del efecto antiinflamatorio, en 2011, Lohr y cols. publicaron un
estudio in vitro sobre el efecto antimicrobiano de los OPC que acttian en la adhesion
de Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) a las células KB (células de queratina
formadoras de células tumorales para cultivos celulares).?*0 Postularon que los
OPC tenian un efecto antiadherente contra P. gingivalis en las células KB. Los
resultados de este estudio mostraron que las OPC ejercen efectos antiadhesivos
contra P. gingivalis, y concluyen que las OPC pueden ser (tiles para la prevencién
de las enfermedades periodontales asociadas a P. gingivalis. Debido al estudio
anterior, sospechamos que el efecto antiadherente modifico la placa de los sujetos
en el grupo experimental, lo que hizo que la inflamacion fuera mas baja.

Lorh y cols. demostraron que los polifenoles interactian con la superficie de
la proteina, por ejemplo, actuando como un potente inhibidor de las gingipainas
(cisteina proteasas tipo tripsina), las cuales son las adhesinas localizadas en la
superficie de P. gingivalis mas potentes y que aportan mayor factor de virulencia a

esta bacteria. El efecto de los polifenoles estudiados por Lorh y cols. se centra
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predominantemente en la actividad contra la Arg-gingipaina (cisteina proteasas
especifica de la arginina) cambiando su funcionalidad y reactividad. Por lo tanto,
las OPC principalmente interactian con el proceso de adhesion inicial de las
bacterias a la membrana celular. Este proceso podria extrapolarse a nuestro
estudio, dandonos una explicacion de nuestros resultados, ya que un efecto real en
la inflamacién de la encia tuvo lugar en nuestros pacientes, debido a que los
resultados obtenidos en el indice gingival de Loe y Silness y el indice de sangrado
gingival fueron mas bajos en el grupo experimental. Nuestro estudio no incluye el
analisis bacteriano, pero nuestros resultados lo respaldan debido a que en el grupo
experimental los parametros mostraron menos inflamacién y menos respuesta
inflamatoria ante la placa, lo que podria atribuirse, como hemos argumentado
anteriormente, a su naturaleza. De igual manera, también podriamos atribuir este
hecho a una alteracion en la respuesta inmune del huésped tal y como hemos
descrito anteriormente.

En concordancia con el estudio publicado por Lérh y su equipo en 2011, se
han publicado otros estudios en afios posteriores. Por ejemplo, en 2015 podemos
encontrar un ensayo clinico in vitro llevado a cabo por Schmuch y cols. en el que
se utilizé un extracto de Rumex Acetosa (RA1) con una mezcla definida de flavan-
3-oles, proantocianidinas oligoméricas y flavonoides para estudiar su impacto en la
adhesion de P. gingivalis a las células KB, ya que el extracto de proantocianidinas
con RA1 exhibe actividad antiadhesiva contra P. gingivalis debido a la afinidad por
las fimbrias de ésta.®*! El ensayo se llevd a cabo mediante citometria de flujo,
microscopia de escaneo laser confocal y ensayo de adhesion in situ usando tejido

bucal murino. Los resultados del estudio mostraron como la RA1 (5 a 15 pg/ml)
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redujo la adhesion de P. gingivalis de una manera dependiente de la dosis en
aproximadamente un 90%. Se confirmO que las proantocianidinas son
responsables de este efecto antiadhesivo por la epicatequina-3-O-galato- (43, 8) -
epicatequina-3'-O-galato como compuesto principal. La RA1y las proantocianidinas
interactian fuertemente con el factor de virulencia bacteriana Arg-gingipaina. El
extracto de proantocianidinas con RA1 inhibioé también la hemaglutinacion, es decir,
la aglutinacion de los hematies como respuesta bioldégica a la accion de
determinadas agresiones, como la producida por ciertos virus. Los estudios de
acoplamiento in silico indicaron que epicatequina-3-O-galato- (483, 8) -epicatequina-
3'-O-galato interactia con el lado activo de Arg-gingipaina y hemaglutinina de P.
gingivalis. En conclusion, el extracto de proantocianidinas con RA1 protege a las
células de la infeccidn por P. gingivalis al inhibir la adhesion bacteriana a la célula
huésped concluyendo que la Rumex Acetosa (RA1) parece ser una candidata
prometedora para futuras preparaciones citoprotectoras para productos bucales
orales.3

En 2017 un estudio publicado por de Oliveira y cols. corroboraba estos
resultados a partir de un estudio in vitro en el cual el extracto de Limonium
brasiliense (compuesto rico en flavan-3-oles, misma estructura quimica que el
compuesto utilizado para nuestro estudio) se testo para identificar el poder
antiadherente contra la P. gingivalis.3*?. El extracto de Limonium brasiliense (LBE)
a 100 pg/ml redujo significativamente la adhesion de P. gingivalis a las células KB
en aproximadamente un 80%, mientras que solo con una concentracion de 20 pg/mi
redujo la actividad proteolitica de la Arg-gingipaina especifica de arginina en

aproximadamente un 75% (principal factor de virulencia de las P. gingivalis). Debido
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a los resultados obtenidos, este estudio concluyd que el LBE podria tener un
impacto en el desarrollo de productos de cuidado oral contra la periodontitis debido
a su actividad inhibidora especifica contra los factores de virulencia de P.
gingivalis.3#?

Continuando con el efecto antimicrobiano, Widen y cols. publicaron un
estudio sobre la actividad bacteriana de Streptococcus mitis, Streptococcus
mutans, Streptococcus sanguinis, Streptococcus gordonii, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis y Pseudomonas aeruginosa en presencia de zumo de
grosella negra y espino amarillo en diferentes concentraciones en placas de agar
frente a un grupo control de bacterias cultivadas en placas de agar con infusion
cerebro corazon. Ni S. sanguinis, S. gordonii ni S. mitis crecieron en agar de espino
amarillo en ninguna concentracion.3*? Solo se pudo detectar S. sanguinis en el jugo
de grosella negra a una concentracion del 10% y con una inhibicién promedio del
75% en relacién con el crecimiento de S. sanguinis en el grupo control. Los datos
demostraron que, a pH 7.0, S. mutans podria detectarse en el medio de crecimiento
con espino amarillo a concentraciones de 10% y 20%. A pH 5,4, S. mutans podria
identificarse en la concentraciéon de espino amarillo al 10%. Mientras que a pH 4,4
no se pudo detectar crecimiento de S. mutans para ninguna concentracion de
espino amarillo. Se pudo detectar el crecimiento bacteriano de S. aureus, S.
epidermidis, S. mutans y P. aeruginosa a una concentracion del 10% de grosella
negra o espino amarillo. Sin embargo, el crecimiento fue completamente inhibido a
una concentracion de zumo de bayas del 20% o superior para el medio de
crecimiento que contiene grosella negra. Por el contrario, S. aureus crecié 1,5 veces

mas en agar de espino amarillo al 10% en comparacion con el agar de control. Los
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datos del estudio identificaron efectos inhibidores antibacterianos similares para
ambos jugos, concluyendo dicha publicacion que dichos resultados podian tener
implicaciones clinicas en el desarrollo de biopeliculas, reduciendo los riesgos de
caries dental y gingivitis, lo cual también esta en concordancia con el estudio llevado
a cabo en humanos sobre el estudio del crecimiento de S. mutans (anteriormente
discutido) y con nuestros resultados.343

Ben Lagha y cols. publicaron también en 2015 un estudio sobre el efecto de
las OPCs a traves de los polifenoles del arandano azul (Vaccinium angustifolium
Aiton) en Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum) y la respuesta inflamatoria del
huésped.®** Obtuvieron como resultado que el extracto de arandano mostr6
actividad antibacteriana (CIM=1mg/mL) contra la bacteria periodontopatégena F.
nucleatum. Esta propiedad puede ser el resultado de la capacidad de los polifenoles
de ardndano para quelar el hierro. Ademas, el extracto de ardndano a 62,5 ug/mL
inhibi6 la formacién del biofilm de F. nucleatum en un 87,5 + 2,3%, asi como inhibié
la ruta de sefializacion NF-kB (via de sefalizacion fundamental en las
enfermedades inflamatorias) en células U937-3xKB de manera dependiente de la
dosis de extracto de arandano debido a la accion del &cido fendlico en la inhibicién
de la activacion de la ruta de sefializacion (250, 125, 62,5y 31,25 ug/ml del extracto
de arandano redujeron la actividad de NF-kB en 97+0,56%, 88,6+0,9%, 68,8+5,7%
y 48,5+2%, respectivamente). Ademas, un pretratamiento de macréfagos con
extracto de arandano (62,5 pg/mL) inhibié la secrecién de IL-1B8, TNF-a e IL-6 en
87,3+1,3%, 80,7+5,6% y 28,2+9,3% respectivamente, tras la estimulacion con F.
nucleatum, explicado por estos autores por la asociacion de la inhibicion de la via

se sefalizacion NF-kB y la acciéon del acido fendlico. Este hecho corrobora la
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tendencia obtenida en los resultados de nuestro estudio con respecto al registro de
la IL-6 en el fluido crevicular, sin poder afirmarlo debido a la falta de homogeneidad
inicial entre los grupos que hemos descrito anteriormente. Sin embargo, los
resultados expuestos por estos autores muestran que una modificacion en la
respuesta inflamatoria del huésped es acontecida en estudios in vitro, por lo que
estudios clinicos en humanos son necesarios para corroborar esta conclusion.

Los resultados obtenidos en el estudio llevado a cabo por Ben Laghay cols.
concluyeron que esta doble accién antibacteriana y antiinflamatoria de los
polifenoles de arandano rojo sugieren que pueden ser candidatos prometedores
para nuevos agentes terapéuticos.>** En el articulo de Ben Lagha y cols. se
estudiaron parametros concernientes a la reaccion inflamatoria, asi como en el
estudio publicado por Zdarilova A. y cols. en 2010, en el cual se realiz6 un estudio
in vitro con bayas de Lonicera caerulea (madreselva azul), ricas en compuestos
fendlicos, particularmente acidos fendlicos, flavonoides y antocianinas.34°

Zdarilova y cols. se basaron para llevar a cabo su estudio en que las
bacterias patégenas liberan una serie de agentes irritantes, incluido un
lipopolisacéarido (LPS) que activa las citoquinas proinflamatorias promoviendo una
mayor actividad de los polimorfonucleocitos (PMN). La liberacion de radicales libres
derivados de PMN en un éarea gingival infectada afecta a la encia, al ligamento
periodontal y al hueso alveolar. Los polifenoles suprimen una serie de sefales
inducidas por LPS vy, por lo tanto, podrian ser eficaces contra la gingivitis. Para
demostrar esto llevo a cabo una evaluacion de los efectos de la fraccion polifendlica
de frutos de L. caerulea (PFLC, que contiene 77% de antocianinas) en el dafio

oxidativo inducido por LPS y la inflamacion en fibroblastos gingivales humanos. La
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aplicacion de PFLC (10-50 ug/ml) redujo la produccion de especies de oxigeno
reactivo (ROS), asi como el agotamiento del glutation intracelular (GSH) asi como
la peroxidacion lipidica en células tratadas con LPS. El tratamiento con PFLC
también inhibi6 la regulacion al alza inducida por LPS de interleucina-1b (IL-1b),
interleucina-6 (IL-6) y factor de necrosis tumoral-a (TNF-a) y suprimio la expresion
de ciclooxigenasa-2 (COX-2). Estos resultados sugieren que dicho compuesto
puede ser util para atenuar el proceso inflamatorio desencadenado en las
enfermedades periodontales a través del efecto antioxidante de los polifenoles
(entre los cuales se encuentra el compuesto utilizado para nuestro estudio).3*°

En cuanto a los estudios clinicos llevados a cabo en humanos, encontramos
gue en marzo de 2015, Khairnar y cols. publicaron en el Contemporary Clinical
Dentistry un ensayo clinico paralelo aleatorizado en humanos en el que se compard
un enjuague bucal de digluconato de clorhexidina al 0,2% versus un enjuague bucal
de arandano al 0,6% en 50 sujetos con el objetivo de analizar el efecto sobre el
Streptococcus mutans (S. mutans).3*® Para llevar a cabo este estudio, ambos
grupos de estudio recibieron segun la asignacion realizada, 10 ml de enjuague de
clorhexidina o 10 ml de enjuague bucal de arandano dos veces al dia durante 14
dias. Se tomaron dos muestras de placa dental de cada sujeto, una el primer dia
del estudio y otra tras 14 dias de uso de los diferentes enjuagues. Las muestras se
inocularon en placas de agar con sangre y se incubaron a 37° durante 24-48 horas.
Pasado este tiempo se calculd el nimero de unidades formadoras de colonias con
un contador digital. Ambos enjuagues tuvieron una reduccion del numero de
colonias de S. mutans tras 14 dias de uso, siendo una reduccion del 69% en el

grupo de enjuagues de clorhexidina y un 68% en el grupo del enjuague de
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arandanos. Estos resultados son similares a los nuestros en cuanto a la
colonizacion de esta bacteria en la placa, por lo que este estudio corrobora y
confirma los resultados obtenidos en nuestro ensayo clinico, en el que planteamos
la hipotesis de que la placa podria tener una composicion bacteriana diferente, ya
gue existe menor reaccion inflamatoria a la placa dental por parte del tejido
periodontal.346

Hasta este momento, solo hemos encontrado un estudio publicado sobre el
uso de las OPCs en la prevencion de la gingivitis u otras enfermedades
periodontales en humanos, a través del enjuague bucal de arandano, en la
enfermedad periodontal,®® por lo que nuevas investigaciones en humanos son

necesarias.

6.3. APLICACIONES CLINICAS Y LINEAS FUTURAS.

Tras la realizacién de nuestro estudio y la obtencion de los resultados
presentados anteriormente, LACER S.A. llevé a cabo la comercializacion del
producto bajo el nombre de EnciLacer Oral comprimidos (C.N. 179113.9) como
un tratamiento coadyuvante y preventivo de las enfermedades de los tejidos
periodontales debido a la capacidad de reduccién de la inflamacion y el sangrado
gingival, asi como para favorecer el mantenimiento de la salud de las encias
sensibles y delicadas con tendencia al sangrado (Figura 18). Cada comprimido es
de 1,5 g y contiene 120 mg de vitamina C, 110 mg de extracto seco de arandano
rojo americano (Vaccinium macrocarpon Aiton) con 55 mg de OPCs y 75 mg de

Xilitol. La posologia indicada del producto es un comprimido al dia.
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Figura 18. Presentacion comercial del producto por parte de LACER S.A.

Una vez finalizado nuestro estudio con los resultados y las limitaciones
presentadas, consideramos necesaria continuar esta linea de investigacion
testando el compuesto en otras enfermedades de los tejidos periodontales, como
por ejemplo, en pacientes con periodontitis establecida para evaluar los efectos una
vez comenzada la enfermedad. Este estudio podia arrojar nuevas soluciones o
aportar un coadyuvante eficaz en el tratamiento de la enfermedad periodontal
debido a las propiedades presentadas por las OPCs.

Asi mismo, resultaria de gran interés llevar a cabo un estudio clinico para
evaluar la influencia del producto en la naturaleza bacteriana de la placa dental, asi
como el estudio de las diferentes cepas que se encuentren para determinar el efecto
en bacterias con distinto grado de agresividad.

De igual manera, son necesarios estudios similares al nuestro, en el que el
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objeto principal del mismo sea la identificacion de la posible respuesta inmune
modificada por parte del huésped en presencia de OPCs. Para ello, seria de gran
interés el estudio de los diferentes mediadores de la inflamacion, asi como de las
vias de activacion de la respuesta inmunologica.

Por ultimo, instamos al uso de las variables de cambios de color en este tipo
de estudio hasta que encontremos como realizar una medida estandarizada en
cuanto al enrojecimiento de la encia para aportar nuevas variables de estudio al

mundo de la investigacion en Odontologia.
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/.CONCLUSIONES

Conclusion general
El suplemento nutricional hecho a base de proantocianidinas oligoméricas (extracto
de arandano) y vitamina C induce una mejora en la salud de los tejidos

periodontales en sujetos con gingivitis inducida tras 21 dias de estudio.

Conclusiones especificas

1. Elindice de Loe y Silness mostré diferencias estadisticamente significativas
entre el grupo experimental y el grupo control, siendo los resultados del
grupo experimental mas bajos, lo cual indica un efecto positivo del
compuesto tras 21 dias de uso.

2. El indice de sangrado gingival mostr6 diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo experimental y el grupo control, siendo el
sangrado en el grupo experimental mas bajo, lo cual indica un efecto positivo
del compuesto tras 21 dias de uso.

3. El indice de placa de Turesky mostré diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo experimental y el grupo control, siendo la
deposicién de placa mayor en el grupo experimental, lo cual no indica un
efecto positivo en la diminucién de la cantidad de depdsito de placa por parte
del compuesto tras 21 dias de uso.

4. EIl brillo o luminosidad gingival no mostro diferencias estadisticamente
significativas entre el grupo experimental y el grupo control, lo cual indica
gue el compuesto no influye en la coloracion gingival entre ambos grupos de
estudio tras 21 dias de uso del compuesto.
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Anexo 1. Certificado del Comité Etico.



A quien pueda interesar:

El Comité Etico de Experimentacién de la Universidad de Sevilla,
habiendo examinado el Proyecto “Estudio piloto en la prevencion de la
gingivitis con complemento exocian cran 40S y vitamina C” presentado por
D. Daniel Torres Lagares emite el siguiente informe,

El proyecto cumple los requisitos exigidos para experimentacion en
sujetos humanos y en animales, y se ajusta a las normativas vigentes en

Espaiia y en la Union Europea.

Sevilla, a 28 de junio de 2013.

EL PRESIDENTE DEL COMITE,

Fdo.: Prof. Dr. Ferna Iir R orrez T ernandez.
e
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DECLARACION DE HELSINKI DE LA ASOCIACION MEDICA MUNDIAL
Principios éticos para las investigaciones médicas en seres humanos.

Adoptada por la 182 Asamblea Médica Mundial de Helsinki, Finlandia,
Junio de 1964 y enmendada por la 292 Asamblea Médica Mundial de
Tokio, Japén, Octubre de 1975, la 35° Asamblea Médica Mundial de
Venecia, ltalia, Octubre de 1983, la 412 Asamblea Médica Mundial de
Hong Kong, Septiembre de 1989, la 482 Asamblea General de Somerset
West, Sudafrica, Octubre de 1996 y la 522 Asamblea General de
Edimburgo, Escocia, Octubre de 2000.

A. INTRODUCCION

La Asociaciéon Médica Mundial ha promulgado la Declaracion de Helsinki
como una propuesta de principios éticos que sirvan para orientar a los
médicos y a otras personas que realizan investigacion médica en seres
humanos. La investigacion médica en seres humanos incluye la
investigacién del material humano o de informacién identificables.

El deber del médico es promover y velar por la salud de las personas. Los
conocimientos y la conciencia del médico han de subordinarse al
cumplimiento de ese deber.

La Declaracion de Ginebra de la Asociacion Médica Mundial vincula al
meédico con la formula "velar solicitamente y ante todo por la salud de mi
paciente”, y el Cédigo Internacional de Etica Médica afirma que: "El
medico debe actuar solamente en el interés del paciente al proporcionar
atencién médica que pueda tener el efecto de debilitar la condicién mental
y fisica del paciente".

El progreso de la medicina se basa en la investigacion, la cual, en ultimo
término, tiene que recurrir muchas veces a la experimentacién en seres
humanos.

En investigacion meédica en seres humanos, la preocupaciéon por el
bienestar de los seres humanos debe tener siempre primacia sobre los
intereses de la ciencia y de la sociedad.
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El propédsito principal de la investigacidbn médica en seres humanos es
mejorar los procedimientos preventivos, diagnésticos y terapéuticos, y
también comprender la etiologia y patogenia de las enfermedades.
Incluso, los mejores meétodos preventivos, diagnésticos y terapeuticos
disponibles deben ponerse a prueba continuamente a través de la
investigacion para que sean eficaces, efectivos, accesibles y de calidad.

En la practica de la medicina y de la investigacion médica del presente, la
mayoria de los procedimientos preventivos, diagnosticos y terapéuticos
implican algunos riesgos y costos.

La investigacion médica esta sujeta a normas éticas que sirven para
promover el respeto a todos los seres humanos y para proteger su salud y
sus derechos individuales. Algunas poblaciones sometidas a la
investigaciéon son vulnerables y necesitan proteccion especial. Se deben
reconocer las necesidades particulares de los que tienen desventajas
economicas y médicas. También se debe prestar atencion especial a los
gue no pueden otorgar o rechazar el consentimiento por si mismos, a los
que pueden otorgar el consentimiento bajo presion, a

los que no se beneficiaran personalmente con la investigacion y a los que
tienen la investigacion combinada con la atencidn médica.

Los investigadores deben conocer los requisitos éticos, legales y juridicos
para la investigacion en seres humanos en sus propios paises, al igual que
los requisitos internacionales vigentes. No se debe permitir que un
requisito ético, legal o juridico disminuya o elimine cualquiera medida de
proteccion para los seres humanos establecida en esta Declaracion.

B. PRINCIPIOS BASICOS PARA TODA INVESTIGACION MEDICA

En la investigacion médica, es deber del médico proteger la vida, la salud,
la intimidad y la dignidad del ser humano.

La investigacion médica en seres humanos debe conformarse con los
principios cientificos generalmente aceptados, y debe apoyarse en un
profundo conocimiento de la bibliografia cientifica, en otras fuentes de
informacién pertinentes, asi como en experimentos de laboratorio
correctamente realizados y en animales, cuando sea oportuno.
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Al investigar, hay que prestar atencion adecuada a los factores que
puedan perjudicar el medio ambiente. Se debe cuidar también del
bienestar de los animales utilizados en los experimentos.

El proyecto y el método de todo procedimiento experimental en seres
humanos debe formularse claramente en un protocolo experimental. Este
debe enviarse, para consideracién, comentario, consejo, y cuando sea
oportuno, aprobaciéon, a un comité de evaluacion ética especialmente
designado, que debe ser independiente del investigador, del patrocinador
o de cualquier otro tipo de influencia indebida. Se sobreentiende que ese
comité independiente debe actuar en conformidad con las leyes y
reglamentos vigentes en el pais donde se realiza la investigacion
experimental. El comité tiene el derecho de controlar los ensayos en curso.
El investigador tiene la obligacién de proporcionar informacién del control
al comité, en especial sobre todo incidente adverso grave. El investigador
también debe presentar al comité, para que la revise, la informacion sobre
financiamiento, patrocinadores, afiliaciones institucionales, otros posibles
conflictos de interés e incentivos para las personas del estudio.

El protocolo de la investigacion debe hacer referencia siempre a las
consideraciones éticas que fueran del caso, y debe indicar que se han
observado los principios enunciados en esta Declaracion.

La investigacion médica en seres humanos debe ser llevada a cabo sélo
por personas cientificamente calificadas y bajo la supervision de un
medico clinicamente competente. La responsabilidad de los seres
humanos debe recaer siempre en una persona con capacitaciéon médica, y
nunca en los participantes en la investigaciéon, aunque hayan otorgado su
consentimiento.

Todo proyecto de investigacion médica en seres humanos debe ser
precedido de una cuidadosa comparacién de los riesgos calculados con
los beneficios previsibles para el individuo o para otros. Esto no impide la
participacioén de voluntarios sanos en la investigacion médica. El disefio de
todos los estudios debe estar disponible para el publico.

Los médicos deben abstenerse de participar en proyectos de investigacion
en seres humanos a menos que estén seguros de que los riesgos
inherentes han sido adecuadamente evaluados y de que es posible
hacerles frente de manera satisfactoria. Deben suspender el experimento
en marcha si observan que los riesgos que implican son mas importantes
que los beneficios esperados o si existen pruebas concluyentes de
resultados positivos o beneficiosos.
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La investigacién médica en seres humanos sélo debe realizarse cuando la
importancia de su objetivo es mayor que el riesgo inherente y los costos
para el individuo. Esto es especialmente importante cuando los seres
humanos son voluntarios sanos.

La investigacibn médica sbélo se justifica si existen posibilidades
razonables de que la poblacién, sobre la que la investigacién se realiza,
podra beneficiarse de sus resultados.

Para tomar parte en un proyecto de investigacion, los individuos deben ser
participantes voluntarios e informados.

Siempre debe respetarse el derecho de los participantes en la
investigacion a proteger su integridad. Deben tomarse toda clase de
precauciones para resguardar la intimidad de los individuos, la
confidencialidad de la informacién del paciente y para reducir al minimo las
consecuencias de la investigacién sobre su integridad fisica y mental y su
personalidad.

En toda investigacion en seres humanos, cada individuo potencial debe
recibir informacién adecuada acerca de los objetivos, métodos, fuentes de
financiamiento, posible conflictos de intereses, afiliaciones institucionales
del investigador, beneficios calculados, riesgos previsibles e
incomodidades derivadas del experimento. La persona debe ser informada
del derecho de participar o0 no en la investigacion y de retirar su
consentimiento en cualquier momento, sin exponerse a represalias.
Después de asegurarse de que el individuo ha comprendido Ila
informacién, el médico debe obtener entonces, preferiblemente por escrito,
el consentimiento informado y voluntario de la persona. Si el
consentimiento no se puede obtener por escrito, el proceso para lograrlo
debe ser documentado y atestiguado formalmente.

Al obtener el consentimiento informado para el proyecto de investigacion,
el médico debe poner especial cuidado cuando el individuo esta vinculado
con él por una relacion de dependencia o si consiente bajo presion. En un
caso asi, el consentimiento informado debe ser obtenido por un médico
bien informado que no participe en la investigacion y que nada tenga que
ver con aquella relacion.

Cuando la persona sea legalmente incapaz, o inhabil fisica 0 mentalmente
de otorgar consentimiento, o menor de edad, el investigador debe obtener
el consentimiento informado del representante legal y de acuerdo con la
ley vigente. Estos grupos no deben ser incluidos en la investigacion a
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menos que ésta sea necesaria para promover la salud de la poblacién
representada y esta investigacibn no pueda realizarse en personas
legalmente capaces.

Si una persona considerada incompetente por la ley, como es el caso de
un menor de edad, es capaz de dar su asentimiento a participar o no en la
investigacién, el investigador debe obtenerlo, ademas del consentimiento
del representante legal.

La investigacion en individuos de los que no se puede obtener
consentimiento, incluso por representante o con anterioridad, se debe
realizar sélo si la condicion fisica/mental que impide obtener el
consentimiento informado es una caracteristica necesaria de la poblacion
investigada. Las razones especificas por las que se utilizan participantes
en la investigacién que no pueden otorgar su consentimiento informado
deben ser estipuladas en el protocolo experimental que se presenta para
consideracién y aprobacién del comité de evaluacidon. El protocolo debe
establecer que el consentimiento para mantenerse en la investigacion
debe obtenerse a la brevedad posible del individuo o de un representante
legal.

Tanto los autores como los editores tienen obligaciones éticas. Al publicar
los resultados de su investigacidén, el investigador estd obligado a
mantener la exactitud de los datos y resultados. Se deben publicar tanto
los resultados negativos como los positivos o de lo contrario deben estar a
la disposicion del publico. En la publicacién se debe citar la fuente de
financiamiento, afiliaciones institucionales y cualquier posible conflicto de
intereses. Los informes sobre investigaciones que no se cifian a los
principios descritos en esta Declaracién no deben ser aceptados para su
publicacion.

C. PRINCIPIOS APLICABLES CUANDO LA INVESTIGACION MEDICA
SE COMBINA CON LA ATENCION MEDICA

El médico puede combinar la investigacion médica con la atencién médica,
solo en la medida en que tal investigaciéon acredite un justificado valor
potencial preventivo, diagndstico o terapéutico. Cuando la investigacion
médica se combina con la atencién médica, las normas adicionales se
aplican para proteger a los sujetos que participan en la investigacién.

Los posibles beneficios, riesgos, costos y eficacia de todo procedimiento
nuevo deben ser evaluados mediante su comparacién con los mejores
métodos preventivos, diagnésticos y terapéuticos existentes. Ello no
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excluye que pueda usarse un placebo, o ninglin tratamiento, en estudios
para los que no hay procedimientos preventivos, diagnésticos o
terapéuticos probados.

Al final de la investigacién, todos los sujetos que participan en el estudio
deben tener la certeza de que contardn con los mejores métodos
preventivos, diagnosticos y terapéuticos probados y existentes,
identificados por el estudio.

El médico debe informar cabalmente al paciente los aspectos de la
atencién que tienen relacién con la investigacién. La negativa del paciente
a participar en una investigacién nunca debe perturbar la relacién médico-
paciente.

Cuando en la atencién de un enfermo los métodos preventivos,
diagnosticos o terapéuticos probados han resultado ineficaces o no
existen, el médico, con el consentimiento informado del paciente, puede
permitirse usar procedimientos preventivos, diagnésticos y terapéuticos
nuevos o no comprobados, si, a su juicio, ello da alguna esperanza de
salvar la vida, restituir la salud o aliviar el sufrimiento. Siempre que sea
posible, tales medidas deben ser investigadas a fin de evaluar su
seguridad y eficacia. En todos los casos, esa informaciéon nueva debe ser
registrada y, cuando sea oportuno, publicada. Se deben seguir todas las
otras normas pertinentes de esta Declaracion.
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CERTIFICADO

La Compaiia HDI HANNOVER INTERNACIONAL (ESPANA) Seguros y Reaseguros, S.A., con
domicilio en Madrid, C/ Luchana 23,
CERTIFICA:

Que esta Compania de Seguros tiene contratada y en vigor una Pdliza de Responsabilidad Civil,
registrada con el numero 130/002/001896, cuyo Tomador del Seguro es LABORATORIOS
LACER, S.A con domicilio social en C/ Sardenya, 350 = 08025 Barcelona

Que la citada Poliza garantiza, en sus términos, la Responsabilidad Civil Legal del Promotor
derivada de la realizacion de la Investigacion Biomédica con procedimientos Invasivos, iniciada
durante el periodo de vigencia de la poliza.

A los efectos del presente seguro y segun se establece en el articulo 18° de la Ley 14/2007 de 3 de
Julio, queda amparada, ademas de la Responsabilidad Civil Legal del Tomador del Seguro en su
calidad de promotor de la investigacién biomédica, la del Investigador principal y sus colaboradores
la del hospital o centro donde se realice la Investigacién Biomédica, asi como la del Titular del
mismo.

Titulo Estudio Piloto en la prevencion de la Gingivitis con Complemento
Exocian Cran 40s y Vitamina C
Cdodigo de Protocolo DMLPH-Gin 01/2013

Duracion prevista: 21.10.2013-201.01.2014
Centro: Hospital Universitario Facultad de Odontologia de Sevilla
Investigador: Dr. Daniel Torres Lagares

Se amparan los siniestros ocurridos dentro del periodo de duracion de la Investigacion Biomédica
con procedimientos invasivos o de los 24 meses siguientes a la finalizacion de la misma.

Limite maximo asegurado por afno € 3.000.000-
Sublimite por sujeto sometido a ensayo (aplicable sobre el sublimite anual): € 250.000-
Sublimite por daiios materiales (aplicable sobre el sublimite anual) € 30.000-

De acuerdo con lo establecido en el articulo 15 de la Ley de Contrato de Seguro 50/1980, la
presente pdliza no tendra validez en el caso de que la prima no se encuentre al corriente de pago
en la fecha de inicio del ensayo asegurado

Se extiende este Certificado a efectos informativos no confiriendo al solicitante ningun derecho
diferente al establecido en la poliza. Los derechos y obligaciones de las partes se encuentran
regulados en los términos que se establece en la pdliza y en los suplementos emitidos. Este
Certificado no modifica, amplia ni extiende la cobertura acordada por las partes contratantes en la
poliza mencionada

En caso de no ser aprobada la Investigacion por los organismos competentes para ello, el presente
Certificado carecera de todo tipo de validez.

Y para que asi conste, se emite el presente Certificado en Barcelona, a 16 de octubre de 2013.
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Anexo 4. Consentimiento informado.



|

| CONSENTIMIENTO ESCRITO

Titulo del estudio: “Estudio Piloto en la Prevencion de la Gingivitis con
Complemento Exocian Cran 40s y Vitamina C”

Yo

(Nombre y apellidos del paciente)

Habiendo entendido lo que mi odontologo en este estudio me ha explicado
y habiendo leido la hoja de informacion al paciente que se me ha
entregado, estoy suficientemente informado y comprendo que mi
participacion es voluntaria y que puedo retirarme cuando quiera del
estudio, sin tener que dar ningun tipo de explicaciones y sin que esto
repercuta en el trato y cuidados posteriores por parte de mi odontélogo.

Presto libremente mi consentimiento para participar en este estudio.

(Fecha) (Firma del paciente)

(Fecha) (Firma del investigador)
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INFORMACION AL PACIENTE

Tal como su odontélogo le ha informado, la prevencién de la gingivitis es
primordial para evitar el desarrollo de enfermedades mas graves como
puede ser la periodontitis o enfermedad periodontal severa que en sus
ultimas fases puede cursar con pérdida de piezas dentales e incluso
destruccién de hueso y problemas a distancia sobre otros érganos.

Una de las causas principales de la gingivitis es la formacion de la
denominada placa Dbacteriana  constituida  basicamente  por
microorganismos, restos de alimentos y todo ello se adhiere fuertemente al
diente mediante una capa que crean las propias bacterias o
microorganismos presentes en la boca.

Actualmente disponemos de medios para evitar y tratar la gingivitis, la
mayoria se basa en un buen cepillado y uso de una pasta dental y un
colutorio, todos ellos deberian utilizarse tres veces al dia.

Le proponemos participar en un estudio para valorar un producto de origen
natural a base de un extracto vegetal y una vitamina, indicado para la
prevencion de la gingivitis; este producto que es un complemento
nutricional se toma por boca, una sola vez al dia por la noche.

Los 20 sujetos de este estudio, incluido Usted, seran distribuidos al azar
en dos grupos de tratamiento: un grupo utilizara el complemento
alimenticio a estudio y el otro un comprimido similar, pero sin componentes
activos. Ni Usted, ni su odontélogo conoceran qué tratamiento le ha
correspondido antes de evaluar sus encias. Esto garantiza la total
objetividad en la evaluaciéon por parte del odontélogo asi como una
maxima fiabilidad de los resultados del estudio.

Si usted acepta participar en el estudio, tendra que acudir a tres visitas:
una al inicio del estudio y a los 15 y 21 dias de haberlo iniciado.

Previo inicio de estudio se le realizara una limpieza de boca, se le
entregara producto para usar a lo largo de los 21 dias, asi como un diario
para anotar la toma de comprimidos y cualquier dato que Ud. juzgue
relevante.

En las visitas a los 15 y 21 dias, su odontélogo examinara su boca y le
aplicara un colorante que detectara la presencia o no de placa bacteriana,
no se realizara ninguna prueba cruenta, ni extraccion de sangre, la Unica
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medidas higiénicas orodentales durante todo el periodo de estudio. Las
posibles complicaciones que la participacion en el estudio pueden
ocasionarle, es una inflamacién gingival transitoria.

Su participacién en el estudio tendra una duracién total de 21 dias.

En la visita inicial se le entregara una hoja de informacién general en la
que se le recuerdan las pautas basicas a seguir en el estudio (empleo
correcto de la medicacion, medicacidon concomitante,...), asi como la
medicacion a utilizar (segun el grupo correspondiente). Durante el estudio
no debera utilizar ninguna medicacién oral o general diferente a los que se
le hayan entregado y/o ya esté tomando en el momento de la inclusidén en
el estudio.

Debe saber que el interés que ponga en colaborar y seguir las
instrucciones del odontélogo del estudio es fundamental para asegurar
unos resultados cientificamente validos y Utiles, de los que se podran
beneficiar muchas personas que tengan que utilizar el producto a estudio.

Su participacion en el estudio es de caracter voluntario, pudiendo retirarse
del mismo en cualquier momento que lo desee, sin tener que dar ninguna
explicacion de su abandono y sin perjuicio de trato y cuidados posteriores
por parte del responsable del estudio. Si usted opta por retirarse, le
rogamos que comunique al investigador las causas que le mueven a ello.
Por otra parte, el investigador puede retirarle del estudio si lo creyese
necesario.

Los datos recogidos de los 20 sujetos que participan en el estudio seran
documentados de manera anénima. Tanto en los Cuadernos de Recogida
de Datos como en la base de datos, los sujetos seran identificados por un
numero de sujeto, sus iniciales y sexo, en todo momento se cumplira con
la Ley Organica de Proteccion de datos (LOPD)

Ante cualquier duda o problema que se le presente, no dude en consultar
con el investigador responsable de su estudio.

Agradecemos la colaboracién prestada.
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Certificado de Inocuidad

El complemento alimenticio, comprimidos para chupar lotes H-1 y H-1-D, que Lacer
entrega a la Facultad de Odontologia (ubicada en C/. Avicena, s/n, de Sevilla) para
realizar

Estudio piloto en la prevencién de la Gingivitis con Extracto de Cranberry y
Vitamina C
(cod. Protocolo DMLPH-GINO1/2013)

es una formulacion que:

- Cumple con la legislacion para complementos alimenticios en Europa.

- En su composicién se utilizan ingredientes y dosis empleados en complementos
alimenticios.

- Han sido testados por personal Lacer, sin evidenciarse alteracién alguna.

- Los comprimidos para chupar, lote H-1, contienen Proantocianidinas (PAC's)
segun Ph Eur, mayor a 36 mg/comprimido. Ademas de Acido ascorbico (Vitamina
C).

- Los comprimidos bucodispersables, H-1-D, no contienen activos.

Por todo lo expuesto, Lacer certifica que el producto complemento alimenticio utilizado
para realizar el ensayo referido de Estudio piloto en la prevencion de la gingivitis
con Extracto de Cranberry y Vitamina C, son inocuos para la salud humana en sus
condiciones normales de uso.

Los comprimidos entregados a la Facultad Odontologia tiene la siguiente composicion
cualitativa.

Ingredientes lote H-1:

Extracto de Cranberry, Ac. Ascorbico (Vitamina C), Xilitol, Manitol, Neohesperidina, Sacarina
sodica, Vainillina, Aroma de Mora, Aerosil, Talco, Estearato de Magnesio Vegetal.

Ingredientes lote H-1-D:

Manitol, Neohesperidina, Sacarina sédica, Vainillina, Aroma de Mora, Aerosil, Talco, Estearato
de Magnesio Vegetal, Colorante Carmin y Laca Aluminio Indigo Carmin..

-

Marta de Pablo
Desarrollo de Producto Farmacéutico

LACER, S.A. | SARDENYA, 350, E-0B025 BARCELONA, ESPARA/SPAIN | TEL. 1+341934 46 53 00 FAX (+34) 934 46 53 33

C.LF. A-DBOB423A (VA T. ES A-OBDB4238)  Hegistro Mercantil de Barcelona, Tomo 25.068, Follo 219, Hoja B-B3,327, Inscripeidn 1034



Anexo 7. Informe de calidad del producto.



Elaboradus Dietéticos, S.A.

¢/Ponent, 10 Polig. Ind., “Can Mascany* Nave 5

08756 La Palma de Cervelld - Barcelona {Spain)
hitp:/fwww eladiet.com

Teléfono: (+34) 93 672 06 69 - Fax: (+34) 93672 0] 04
e-mall; efadlet@eladiet.com

Especialidad: LACER-PLACEBO Cadigo n° -
(Navision):

Farma Comprimidos Lote n°: H-1-D

farmacéutica

Método n°: MP-OP-10

CONTROL CALIDAD PRODUCTO ACABADO

_ _ CUMPLE
DETERMINACION ESPECIFICACION - RESULTADOS ESPECIFICACION
Comprimido plano
circular de 16 mm. Color Si
Aspecto y colorpurpura moteado cumple
1500 mg + 5% (1425- Si
Masa media|1575 mg) 16202 mg
Disgregacion 25 min
Durezal Aprox. 150 N 180 N Si
Friabilidad 0,87 %
Determinacién de agua (KF)< 5,0% 0,8% Si
Identificacion Exocyan (TLC)Banda caracteristica a Rf[No se detecta Si
Identificacién Ac. Ascérbico s
(HPLC)| Cromatograma patrdn__ {No se detecta
Determinacion Ac.Ascérbicoi88 mg/comp.
(HPLC)(20%.+50%) (70-132,6 Si
mg/comp) Inapreciable
PACs (PhEur Euracran))> 36,0 mg/comp NP Si
Aerobios totales (Herbal)}<10000 ufclg < 10 ufclg Si
Hongos totales (Herbal)< 100 ufc/g < 10 ufc/g Si
Enterobacteriaceas (Herbal)< 100 ufc(g < 10 ufcig Si
E.coliausenciaen 1 g Ausencia en 1g Si
Salmonella spp. (Herbal}Ausencia en 25 g Ausencia en 25 g_ Si

Control de Calidad 31.07.2013
ELABORADOS DIETETICOS, m —
10 Pol!u- M"
N;ﬂ:'mmom mm)moz,u
W%LAPM.MA EGERVEU-

{Barcelona) eSPRRA

Firma




Anexo 8. Cuaderno de recogida de datos del

paciente.



CUADERNO DE RECOGIDA DE DATOS (CRD)

Cédigo de protocolo DMLPH-Gin 01/2013

ESTUDIO PILOTO EN LA PREVENCION DE LA

GINGIVITIS CON COMPLEMENTO
EXOCIAN CRAN 405 Y VITAMINA C
CODIGO PACIENTE et 11 ]
INICIALES PACIENTE (N

{
W ;

|
!

INSTRUCCIONES PARA RELLENAR EL CUADERNO DE
RECOGIDA DE DATOS

INSTRUCCIONES GENERALES

Utilice un boligrafo de color negro.
Reilene con letra legible todos los datos de! Cuaderno de Recogida de Datos (CRD).
Verifique cada pagina del cuaderno una vez esté reilenada.
Flrme cada pagina del cuaderno en que se le requiera.
S. Rellene al menos una casllla para cada varlable; si no le es posible precisar una
respuesta:
e Escriba ND (No Data) cuando no se haya realizado.
e Escriba NA {No Aplicable) cuando no sea aplicable.
6. Marque con una cruz las casillas adecuadas.

Ejemplo: Si D No D

7. Complete todas las fechas con el dia, mes y afo en el orden que se indica en el CRD.

Ll A 2

CORRECCIONES Y ERRORES

1. No utilice nunca liquido corrector.

2. Trace una unica linea a través de la informacion incorrecta y anote al lado el dato
correcto.

3. Ponga sus Iniclales, motivo (E = error), fecha y su firma en cada correccién:

Ejemplo:

Edad: D 32 ABP 20-11-13E

Si tiene cualquier duda respecto a un apartado del CRD, por favor,
consulte al respaonsable del segulmiento del estudio, flamando al teléfano 93 446 53 73

J




VISITA 0: DIA O (BASAL)

Fecha de la visita Basal: VL FLL YL L
dia mes afe

DATOS DEL PACIENTE

Datos Demogréficos

Sexo: Mujer ||

Hombre _[_

fecha nacimiento: E _ll._nl_ - _|_|_|_|_

die mes afio

CRITERIOS DE INCLUSION
Sujetos mayores de 18 afios, de ambos sexos.

Buen estado general de salud.

[«] [} [¢] [«]

Minimo 20 piezas dentales sanas y elegibles (Ramjorf).

Firma del consentimiento informado antes de iniciar el estudio.

Todas las premisas anteriores deben ser marcadas

afirmativamente

para que se pueda inclulr este paciente.

CRITERIOS DE EXCLUSION

Embarazo 6 periodo de factancia

Portador de ortoprotesis fijas o removibles
Patologia tumoral en cavidad oral
Enfermedad periodontal

Toma de antibiéticos {periado libre 2 meses previo inicio de estudio)
Hipersensibilidad a frutos rojos en general
Xerostomia

Fumador

Patologia/s infecto contagiosa/s
Fenilcetonuria ¢ alergia al aspartamo
Patologia/s con repercusidn sistémica grave

Cualquier otro a juicio del investigador si cree que pone en peligro 6 riesgo al
sujeto participante

Toma de cualquier producto de higlene oral diferentes a los utilizados en el
estudio

ENEEEEIEEIEEETETHE]
(e [2 (2 (¢ [¢ [2) @ [@ @ [@ [2) [ [g

Todas las premisas anteriores deben ser marcadas negativamente
para cumplimentar los criterios de exclusién.

MEDICACION CONCOMITANTE

Por favor, indique la medicacién concomitante del paciente en la hoja de MEDICACION
CONCOMITANTE.

CODIGO ALEATORIZACION [

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Fecha firma del “Consentimiento informado”; {_| }| 4 1111
dife mes afio




HISTORIA CLINICA

Peso:| | |-| _Jks Talla:|_] | | em

Hébitos Téxicos

Tabaco: @ E Especificar cigarrillos/dia: |1 |
Alcohol: @ E Especlficar gr/dfa: [

Bebldas estimulantes _M_ E Especificar cantidad/semana: |_1_|

{café, té, cola, chocolate, etc.)

HISTORIA CLINICA {cont.)

Antecedentes Femiliares Destacables

(5]

Especificar en caso afirmativo
Antecedentes Personales
Especificar

Gastrointestinal E @Iv

Hematoldgico E _M_Iv @
ot M| @ El
Cardiovascular E @IV @
Renal E @lv @
Respiratorio E @.Iv @
Dermatolégico E @lv @
Genito-urinarfo E @Iv @
Metabslico E @lv _M_
St M | B &
Musculo-esquelético E @Iv @
Naurolégico E @lv @
Psiquistrico E @Iv @
At M | Bl &
Otros E @l' @

* En caso afimativo, no debe ser Incluido en el estudio,

[s] [

2] (3] 3 |33 33 |E|3)E3|E|E|E




EXPLORACION FiSICA

Ojos

Oldo, neriz y gargania
Cerdiovascular
Respiratorio

Digestivo
Genito-urinario

Plel y mucosas
Misculo-asqueldtico
Nourclégico

Sistama linfitico

Otros

Ninguno

Nosmal

EREEEEEEEEGEE

FE I

Espocificar

¢Clintcamonto

rolovanto?

(2| (=] (2| (2] [=)| =] 2){=] | = = | =]

3|3(3|3|3|3|3|3|E (3|3

EXPLORACIGN CAVIDAD ORAL
[[] Presencia de Dientes de Ramijord (16, 21, 24, 36, 41, 44)

D Ausencia de Dientes de Ramfjord (16, 21, 24, 36, 41, 44)

Estado de las estructuras orales tejido perl-coronario

D Normal

_H_ Alterado *

{*) En el caso de resultado alterado, especificar en el apartado de alteraciones.



Visita 1
Fecha de fa visita 1: L FLLHL

Efectuar Limpleza Cavidad Oral Completa

¢Ha podido realizarlo completamente {segun protocolo)?

Entregar la medicacién (2 cajas) y el dlarlo del paclente

E]

Acudaavisitaparalavisitazelprdximo L1 | LI J L1 | 1}

dia

mes

oo

Visita 2, Dia 15
Fecha de la visita 2: L FLL VL L L]

dia mes afo

Estado de las estructuras orales tejido peri-coronario

D Normal

D Alterado *

1. [ndice Gingival Loe-Silness (0-3)

16 |21 |24 |36 |41 |44

Vestlbular

Lingual

Distal

Promedio

PromedioTotal | | | {_]

2. [ndice de placa de turesky {0-5)

Examinar superficies vestibulares, usando un enjuague bucal de fucsina basica como agente
revelador de placa y un sistema de puntuaclén numérica desde 0 hasta 5,

0: No hay placa

1: Vetas independiente de placa en el margen cervical del diente.

2: Banda delgada centinia de placa (hasta 1 mm) en el margen cervical.

3: Banda mayor a un milimetro de ancho, pero que cubre menos de una tercera parte de la corona.



4: La placa cubre un tercio pero no mds de dos terceras parte de la corona.
5: La placa cubre dos tercios o0 mds de a corona

16 |21 |24 |36 |41 |44

Turesky

PromedioTotal | | | ||

3. [ndice de sangrado Ginglval (0-3)

16 (21 {24 |36 |41 |44

Sangrado

4. Liguido Crevicular

16 (21 |24 |36 |41 |44

IL-6

Medicacién concomitante

¢Desde la (ltima visita, ha iniciado o cambiado su medicacién?

O s
O we

En caso afirmativo, rellene el formulario de Medicacién Concomitante

Acontecimientos Adversos

¢Desde la Gltima visita, ha padecido algin Acontecimiento Adeverso?

O s

[ we

£n caso afirmativo, rellene el formulario de Recogida de Acontecimientos Adversos

No olvide revisar el Diario del Paciente

>n:amm<mm_"mum_‘w_msmznwm_uaxwao_ I I I I

dia mes afio



Visita 3, Dia 21
Fecha de la visita 3: L re Ly 1

dio mes afo

Estado de las estructuras orales tejldo peri-coronarlo

D Nermal
D Alterado *

1. [ndice Gingival Loe-Sliness {0-3)

16 |21 124 |36 |41 |44

Vestlbular

Lngual

Mesial

Distal

Promedio

PromedioTotal | | | { |

2. (ndice de placa de turesky {0-5)

Examinar superficies vestibulares, usando un enjuague bucal de fucsina basica como agente
revelador de placa y un sistema de puntuacién numérica desde 0 hasta 5.

0: No hay placa
1: Vetas independiente de placa en el margen cervical del diente.
2: Banda delgada continta de placa (hasta 1 mm) en el margen cervical.

3: Banda mayor a un milimetro de ancho, pero que cubre menos de una tercera parte de la corana.

4: La placa cubre un tercio pero no mas de dos terceras parte de !a corona.
S: La placa cubre dos tercios 0 més de la corona

16 |21 (24 (36 |41 |44

Turasky

Promedio Total 1] L

3. Indice de sangrado Gingival {0-3)

16 |21 |24 (36 |41 |44

Sangrado

4, liguido Crevicular

16 {21 |24 |36 (41 |44

IL-6

Maedlcacién concomitante

¢Desde I3 Gltima visita, ha iniciado o cambiado su medicacién?

0 s

Dzo

En caso afirmativo, rellene el formulario de Medicacién Concomitante

Acontecimientos Adversos

¢Desde la Gltima visita, ha padecido algiin Acantecimiento Adverso?



Dm_

] we

En caso afirmativo, rellene el formulario de Recoglda de Acantecimientos Adversos

{Ha recogido la medicaclén sobrante?

D Si ¢Cudntos comprimidos sobrantes se entregan? [ |

_H_Zo

No olvide revisar y recoger el Diario de! Paclente



Anexo 9. Acontecimientos adversos.



ANEXO 9. ACONTECIMIENTOS ADVERSOS.
1. Abreviaturas
AA = Acontecimiento Adverso.
AAG = Acontecimiento Adverso Grave.
AAGI = Acontecimiento Adverso Grave e Inesperado.
AAI = Acontecimiento Adverso Inesperado.
CIOMS = Council for International Organizations of Medical Sciences.
CRD = Cuaderno de Recogida de Datos.
FT = Ficha Técnica (Ver IBP).
IBP o RCP o FT = Informacion Béasica del Producto o Resumen de las
Caracteristicas del Producto o Ficha Técnica.
IBSP = Informacion Basica de la Seguridad del Producto.
OIC = Organizacion que Investiga por Contrato.
RA = Reaccion Adversa.
RAG = Reaccion Adversa Grave.
RAI= Reaccion Adversa Inesperada.
MI = Manual del Investigador.
RCP = Resumen de Caracteristicas del Producto (Ver IBP).

RSM = Responsable de Seguridad de Medicamentos.

2. Definiciones (segun ICH Topic E 2A 1995)
2.1. Acontecimiento adverso
Cualquier suceso médico adverso que pueda presentar un paciente o
sujeto de investigacion clinica al que se ha administrado un producto

farmacéutico y que no tiene necesariamente que tener una relacion causal



con dicho tratamiento.

Por lo tanto, un AA puede ser cualquier signo (incluyendo, por
ejemplo, un hallazgo anormal de laboratorio), sintoma o enfermedad no
intencionados y desfavorables, asociados cronolégicamente con la
utilizacion de un producto farmacéutico, se considere o no relacionado con

7

él.

2.2.  Acontecimiento Adverso Grave
Es aquel suceso médico etiqguetado como tal que,
independientemente de la dosis:
* Produce la muerte
= Pone en peligro la vida
» Precisa de ingreso hospitalario o lo prolonga
= Produce una discapacidad/incapacidad persistente o

importante, 0 es una anomalia congénita

En otras situaciones, como en acontecimientos meédicos importantes
gue no pongan en peligro inmediato la vida ni produzcan la muerte, pero que
comprometan al sujeto o requieran intervencion para prevenir alguno de los
resultados enumerados en la definicion anterior, debe utilizarse el juicio
meédico y cientifico para decidir si la comunicacion expeditiva es adecuada.

Estas situaciones, habitualmente, también se consideraran graves.

2.3. Reaccion adversa

Durante la fase previa a la autorizacion de una especialidad farmacéutica

o de una nueva forma de uso, especialmente cuando las dosis terapéuticas



aun no se han establecido: "deben considerarse reacciones adversas a
medicamentos todas las respuestas nocivas y no intencionadas a un

medicamento con independencia de la dosis utilizada".

2.3.1. Reaccion adversainesperada
Es aquélla cuya naturaleza e intensidad no coincide con la informacion
disponible del producto ("Manual del Investigador" si se trata de un

producto en investigacion no autorizado).

2.3.2. Otros - Parametros de laboratorio

Toda variacién importante de los parametros de laboratorio también
puede representar un acontecimiento adverso si tiene importancia clinica
o si, durante el tratamiento con el farmaco o especialidad farmacéutica en
investigacion, se observa una desviacidbn de un parametro, de un valor
normal a otro patolégico o un empeoramiento de un valor ya patoldgico. Al
evaluar tales cambios, hay que tener en cuenta el grado de desviacién
respecto de los limites de la normalidad, la duracion hasta el regreso a los
limites de la normalidad una vez finalizado el tratamiento con el producto en
investigacion y el grado de variacion del parametro respectivo dentro de sus

l[imites normales.

Si al final de la fase de tratamiento existiesen valores patologicos que
no estaban presentes anteriormente, deben efectuarse nuevas
investigaciones clinicas o de laboratorio hasta que los valores regresen a los
limites de la normalidad o hasta que se encuentre una explicacion plausible

(p. €j., una enfermedad concomitante) para el parametro de laboratorio



patoldgico.

Basandose en los criterios anteriores y en el estado clinico del
sujeto, el investigador decidié en cada caso si un cambio de un parametro
de laboratorio tiene importancia y, por consiguiente, constituye un AA. Los
cambios de los pardmetros de laboratorio con un valor basal dentro de los
limites normales a un valor definido previamente como patolégico siempre

deben considerarse AA.

3. Documentaciony clasificaciéon de acontecimientos adversos
3.1. Documentacion

En todas las visitas se pregunt6 al sujeto por los AA experimentados
desde la visita anterior. Para recoger una informacion normalizada de los
posibles AA, hubo que formular al sujeto en cada visita la pregunta siguiente:

“¢ Le ha producido el farmaco alguna molestia?"
“¢ Ha observado algun nuevo sintoma, molestia o lesion desde su
dltima visita?"

Y, si procediese en razén de los objetivos de seguridad del estudio, se
interrogd al sujeto para rellenar un impreso de AA o RA especifico. Todos
los AA o las RA que se produjesen durante el estudio debieron
documentarse en las paginas respectivas del CRD. Para cada AA o RA
deben documentarse los siguientes datos:

o Descripcion del sintoma/acontecimiento.
o Intensidad.

o Fecha (hora) de la primeray la ultima aparicion.

o Clasificacién como “grave" o "no grave"



o Frecuencia (una vez, ocasionalmente, frecuentemente,
permanentemente).

o Tratamiento requerido: no requiere tratamiento, tratamiento con
farmacos de prescripcion exclusivamente, tratamiento en
régimen ambulatorio (con registro de las fechas), prolongacion
de la hospitalizacién (con registro de las fechas).

o Relacion causal con el o los productos en investigacion

o Medidas adoptadas con respecto a los productos en
investigacion (continuacion de la medicacion, suspension
temporal de la medicacion, suspension definitiva de la

medicacion).

3.2. Clasificaciéon y codificacion de larelacién causal
El investigador debe:
- Evaluar la intensidad y la gravedad del AA o RA
- Estimar la relacion causal del AA o la RA con los farmacos
utilizados en el estudio cuando sea grave, y registrar las

medidas adoptadas para tratar el AA o la RA.

3.2.1. Definicién de causalidad
La relacién causal de un acontecimiento adverso con el o los productos en

investigacion se clasificé como sigue:

Definitivo - Evento clinico, incluyendo alteraciones de las pruebas de

laboratorio, con relacion temporal plausible respecto a la administracion del



producto y que no puede ser explicado por una enfermedad concomitante u
otros medicamentos o productos quimicos. La respuesta a la retirada del

producto es clinicamente plausible.

Probable - Evento clinico, incluyendo alteraciones de las pruebas de
laboratorio, con relacion temporal razonable respecto a la administracion del
producto, poco probable de ser explicada por una enfermedad concomitante
u otros medicamentos o productos quimicos y la respuesta a la retirada del
producto es clinicamente plausible. No es necesaria la readministracion del
producto para cumplir con esta definicion.

Posible - Evento clinico, incluyendo alteraciones de las pruebas de
laboratorio, con relacion temporal razonable respecto a la administracion del
producto, pero puede ser explicada por una enfermedad concomitante u otros
medicamentos o productos quimicos. Se desconoce el resultado de la
retirada del producto o bien la informacion no es clara.

Poco probable - Evento clinico, incluyendo alteraciones de las pruebas de
laboratorio, donde la relaciébn temporal respecto a la administracion del
producto sugiere una relacion causal improbable y donde otros
medicamentos, productos quimicos o  enfermedades subyacentes
proporcionan explicaciones plausibles.

Condicional - Evento clinico, incluyendo alteraciones de las pruebas de
laboratorio, recogido como acontecimiento adverso, para el que es esencial
mas informaciébn para una apropiada evaluacion o se esta analizando
informacion adicional.

No valorable - Informe que sugiere un acontecimiento adverso que no

puede ser valorado porque la informacion es insuficiente o contradictoria y la



misma no puede ser complementada o verificada.

3.2.2. Definicion y valoracion de laintensidad
La intensidad de los acontecimientos adversos se valor6 de acuerdo
con las siguientes categorias y definiciones:

- Leve: Existe un sintoma, pero se tolera (es un sintoma
facilmente tolerado).

- Moderada: Afecta a la actividad normal (cuando existen
molestias suficientes para afectar a las actividades de la vida
diaria del sujeto).

- Intensa: Efecto intenso/incapacidad para trabajar o realizar
las actividades habituales. Es necesario suspender la

medicacion del ensayo.

3.3. Procedimientos de notificacién
3.3.1. Notificacion
Si el investigador llegé a la conclusion que se ha producido un AA o
una RA, tuvo que notificarlos a la persona responsable del seguimiento del
estudio en la siguiente visita de seguimiento o, en caso de AAG o0 RAG,
inmediatamente (en un plazo de 24 horas) a la persona responsable del
seguimiento del estudio y al Responsable de Seguridad de Medicamentos

de LACER, S.A.

La informacién debié incluir al menos los siguientes datos:

o Nombre, direccién y numero de teléfono del investigador que



realiza la notificacion.

o Producto o productos en investigacion.

o Cadigo del estudio.

o Numero, iniciales, sexo y fecha de nacimiento del sujeto.

o Descripcion del AA o RA, medidas adoptadas y resultado.

o Clasificacion preliminar del grado de intensidad, gravedad, de

la relacion causal, realizadas por el investigador.

Esta informacion pudo comunicarse por teléfono, fax, correo
electronico u otros medios. Si en ese momento aun no se conocia el
resultado del acontecimiento o no pudo evaluarse la causalidad, no se
cumpliment6 las secciones para introduccion de los datos hasta que se
aclarasen. La persona responsable del seguimiento obtuvo lo antes posible
la informacion que faltase, en colaboracion con el investigador del estudio.
La persona responsable del seguimiento debié asegurarse de que el

investigador rellenase totalmente el impreso de notificacion de AA.

3.3.2. Acontecimientos adversos graves (AAG)

Todos los AAG debieron ser notificados, existiese o no una relacion
causal con el farmaco evaluado. Para garantizar la recogida de la
informacion suficiente de todos los AA o RA detectados durante el ensayo
clinico, se registr6 debidamente en el CRD de cada sujeto.

Todo AAG por cualquier causa que se produjese en el transcurso del
estudio, esté o no relacionado con el producto en investigacion, tuvo que

notificarse inmediatamente (en un plazo de 24 horas) por teléfono, fax, correo



electronico u otros medios a la persona responsable del seguimiento del

estudio o al RSM de LACER, S.A.

3.3.3. Notificacién general

Todos los AA 0 RA, ya sean graves, inesperados o no graves, y los
gue se considerasen no relacionados con los tratamientos del estudio, fueron
incluidos en forma de tabla en los informes periddicos de seguimiento y al
final del estudio clinico.

La persona responsable del seguimiento fue responsable de obtener
la méaxima cantidad de informacion posible por escrito, visitando el centro
hospitalario si fuese necesario para verificar los datos con el investigador del
estudio.

Se establecio que todos los AA o RA relacionados con hallazgos
anormales en la exploracion fisica o en las evaluaciones de laboratorio o
paraclinicas (radiografias, electrocardiogramas, etc.) fueran reevaluados a
las 2 a 4 semanas del final del estudio o de la retirada del sujeto, y durante
todo el tiempo que se considerase médicamente recomendable. Si se
produjese cualquier acontecimiento adverso, el investigador iniciaria de
inmediato las medidas terapéuticas y las investigaciones apropiadas.

Se determiné que, si fuese necesario retirar al sujeto del tratamiento
debido a un AA, deberian practicarse las pruebas clinicas y analiticas
apropiadas hasta que los valores aberrantes regresasen a niveles
aceptables, o hasta que el investigador determinase que un valor aberrante
no se debia al farmaco ni al procedimiento experimental, o hasta que se

determinase la causa de la anomalia. El investigador deberia registrar todos



esos hallazgos en las paginas correspondientes del CRD.

Los acontecimientos adversos y las enfermedades intercurrentes
aparecidas durante el estudio debian tratarse con las medidas de asistencia
habituales. Si dichas medidas constituyesen una desviacion importante del

protocolo, el sujeto seria retirado del estudio.

4. Procedimientos en caso de urgencia

El equipo investigador fue responsable de la disponibilidad de los
medios y el personal especializado necesarios para afrontar las situaciones
de urgencia que pudiesen producirse durante el estudio. Todos los sujetos
recibieron instrucciones sobre la forma de ponerse en contacto con el
personal médico relacionado con el estudio en caso necesario.

Si el sujeto tuviese que acudir a urgencias, mostraria su hoja de
informacién sobre el estudio al médico de guardia, y se informaria al personal
relacionado con el estudio. Si el sujeto quedase ingresado, se debia informar
a la persona responsable del seguimiento y al responsable de LACER, S.A.

Todas las situaciones de urgencia debian ser registradas en el CRD.
Soélo podria abrirse el cédigo de aleatorizacion en urgencias cuando fuese
necesario para conocer el tratamiento asignado a fin de poder administrar el
tratamiento adecuado al sujeto. Si se abriese el codigo de aleatorizacion,
debian indicarse los motivos, y el investigador o uno de sus colaboradores
firmaria y fecharia el sobre. En este caso, se deberia establecer contacto con
la persona responsable del seguimiento y el responsable de LACER, S.A. lo

antes posible.
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Aim. To evaluate the effectiveness on tissue response of the new nutritional supplement made of oligomeric proanthocyanidins in
induced gingivitis after 21 days of use. Material and Methods. A prospective, double-blind, randomized, controlled clinical trial was
carried out on 20 patients; it is divided into an experimental group and a control group after fulfilling the selection criteria. Patients
had to come 4 times during the study to register the Silness and Loe index, the gingival bleeding index, the plaque index, the
inflammatory crevicular fluid study (IL6), and the changes in the brightness of the gingiva. No complementary hygiene methods
were allowed during the 21 days. Results. The Silness and Loe index was higher in the control group than in the experimental
group, reaching a twofold difference between the groups (p < 0.0001). The gingival bleeding index also supports this fact, since
the bleeding was lower in the experimental group (p < 0.005). However, the dental plaque on the tooth surface according to the
plaque index was 33% higher in the experimental group (p < 0.006). Some differences in the IL-6 were found in the crevicular
fluid (p < 0.0001). Conclusion. Oligomeric proanthocyanidins have an effect on the periodontal tissue’s health. No effects on the

accumulation of plaque on the tooth surface were found, so further studies are needed to determine the nature of the plaque.

1. Introduction

Gingivitis is an inflammatory disease of dental tissue sup-
port that in the first instance affects the gingiva. Gingivitis
could move on to more advanced stages, leading to the
development of periodontitis, in which the inflammation
and bacterial infection can produce the destruction of the
supporting tissues of the teeth, gingiva, periodontal ligament,
and alveolar bone [1-5].

Gingivitis is due to the long-term effects of plaque
deposits on the teeth, which is composed of bacteria, located
on the surfaces of the teeth and in the gingival sulcus. If pla-
que is not prevented or removed, it turns into a hard deposit
called tartar (or calculus) that becomes trapped at the base of
the tooth. Plaque and calculus irritate and produce gingival
swelling. Bacteria and the toxins produce infection and more
swelling gingiva [1-5].

Crevicular fluid is normal plasma exuded flowing
through the gingival sulcus. A patient with gingivitis develops
an inflammatory response with a large number of mediators
involved, such as the cytokines IL-6 and IL-8 [1-6].

Interleukin 6 (IL-6) is a multifunctional cytokine that is
produced by a range of cells, and it is involved in the B-cell
differentiation, proliferation, and differentiation of T cells;
in the immunoglobulin, stimulation by the B-cell secretion
[7] can also induce bone reabsorption [8]. IL6 is a useful
diagnostic indicator to determine the progression of the gin-
givitis to a periodontal disease [9].

The treatment goal of gingivitis is to reduce inflammation
by cleaning the teeth, using different instruments to remove
the dental plaque deposits according to the case [6]. It is
important to educate the patient and prescribe special tooth-
paste, mouthwash, gel, and so forth which contain a wide
spectrum of antiseptic and anti-inflammatory properties.
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However, the dentist has the responsibility to explain the cor-
rect tooth brushing technique to achieve good results [2, 3].

The oligomeric proanthocyanidins (OPCs) are one of the
most abundant polyphenolic substances in the plant king-
dom. These substances exhibit a range of rather surprising
physical and chemical properties which, once applied to liv-
ing organisms, are translated into a multitude of biological
activities [10]. The OPCs have been recently investigated,
and, apart from its powerful antioxidant activity, they have
been shown to have anticancer, anti-inﬂammatory, antimi-
crobial, and vasodilatory properties, revealing to be a poten-
tially valuable therapeutic tool for the treatment of many
illnesses [11-15].

The available research has demonstrated that the acidic
environment of the human stomach does not easily degrade
the proanthocyanidins; therefore, the rates of absorption in
the upper gastrointestinal tract are not high [16].

However, it seems that even the low levels observed in
urine after an oral dose (generally less than 250/0 of doses/
original) are sufficient to significantly increase the antioxi-
dant capacity in plasma/serum. When OPCs reach the colon,
they suffer an extensive degradation due to colonic flora [16].

The metabolites and biological properties of this process
have not been investigated yet; it has been suggested that they
may have protective effects on the antioxidant and systemic
illness [11-16].

Regarding the other component included in the OPCs,
vitamin C, we know that it is a good associative option to bil-
berry. Vitamin C generally provides properties that contrib-
ute to the formation of collagen, which helps to maintain
functionality of teeth and gums and other properties such
as reinforcement of the immune system and potent antioxi-
dant opposition to oxidative stress [17-21].

Although in vitro studies published about the interac-
tion between the OPCs and pathogens in the oral cavity
have had very good results, there are no publications with
the appropriate design to assess the clinical efficacy of
OPCs in gingival disease in human, except an article pub-
lished in 2015 comparing the chlorhexidine and the cran-
berry mouthwash [22-25].

The aim of this study is to evaluate the effectiveness of the
new nutritional supplement made of oligomeric proantho-
cyanidins (OPCs) on tissue response to prevent gingivitis.
We hypothesise a healthy state of the periodontal tissue in
the study group versus gingivitis in the control group.

2. Material and Methods

2.1. Study Design and Population. A randomized, double-
blind, placebo-controlled, clinical trial of 21 days of duration
was conducted among 20 volunteer students of the School of
Dentistry of the University of Seville. The duration of 21 days
was chosen as that time allows the parameter study on the
gingiva and was enough to study the inflammation of the gin-
giva without causing any irreversible problem in it. No previ-
ous studies have been found in the literature, so 20 subjects
were determined for the pilot study to test our hypothesis.
The Ethics Committee of the University of Seville
approved the study protocol. Prior to participation, the
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purpose and procedures were fully explained to all healthy
volunteers and all participants gave written informed con-
sent in accordance with the Declaration of Helsinki. The
study was designed, conducted, analyzed, and reported
according to the guidelines for Good Clinical Practice.
The study was approved by the http://ClinicalTrials.gov
Protocol Registration and Results System with the number
NCT02515929. The protocol can be accessed if necessary
in http://ClinicalTrials.gov.

The study was carried out between September 2013 and
January 2014. The recruitment started in September, and
the baseline stage took place in October 2013. After the
21-day follow-up data was treated obtaining the results
in January 2014.

The medical and dental histories were done at the pre-
screening visit, and we selected the 21 participants based
on the inclusion and exclusion criteria. The inclusion cri-
teria were the following: subjects older than 18 years old,
male or female, good overall health, and a minimum of
20 teeth (teeth with big caries were crowned or extensively
restored, and teeth that were orthodontic banded, abutments,
or third molars were not included in the tooth count); the
volunteers signed the written consent before the initiation
of the study.

The exclusion criteria were the following: periodontal
disease (defined as 4mm and/or positive bleeding when
probing), pregnant or breastfeeding, subjects with fixed or
removable prosthesis, tumour pathology in oral cavity, use
of antibiotics during a 2-month period prior to the start of
the trial, hypersensitivity to red fruits in general, xerostomy,
active smoker, contagious-infectious pathologies, pathology
with severe systemic repercussions, any other judgment that
makes the investigator believe to endanger or risk the subject
participant, subjects with phenylketonuria or allergy to
aspartame, and the use of any oral hygiene product during
the study.

A single examiner previously calibrated determined
assessment of patient eligibility for the study and enrolment
of patients into trial. Patients eligible for the study were indi-
vidually randomly assigned to oligomeric proanthocyanidins
nutritional supplement treatment or placebo groups by an
informatics programme by LACER S.A.

The study was double-blind. The examiner and the
patient did not know into which group they were assigned.
The results were treated by another examiner who knew
which patients belonged to the experimental or placebo
group. The masking process was established by a number
assignation to each patient in the study, and the treatment
was the same both for the patient and the examiner who were
not allowed to know to which group they belonged.

Patients had to take the experimental or placebo treat-
ment each night after dinner and after a rinse with water.
The pill was maintained in the mouth until complete dissolu-
tion. Neither drinking nor eating was allowed during 30
minutes after taking the treatment. The experimental treat-
ment consisted of 90 mg exocian cran 408 (equivalent to
36 mg OPCs) and 120 mg of vitamin C, while the placebo
group was composed of the same organoleptic substance
but free of active ingredients.
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Both were similar in appearance. No complementary
hygiene methods were allowed during the 21 days (tooth
brushing, rinses or irrigation with any product, or flossing),
which could constitute a bias for the study.

At the trial baseline stage, a tartar removal was carried
out in each patient to regularize the initial situation; a patient
diary, enough medication for the entire study, and instruc-
tions were given for its correct fulfillment. The inflammation
of the crevicular fluid (IL6) and the brightness of the gingiva
were registered.

Two evaluation visits were performed on days 14 and 21
of the study for an oral clinical examination and to register
the Silness and Loe index, the gingival bleeding index, the
Turesky plaque index, the inflammatory crevicular fluid
study (IL6), and changes in the brightness of the gingiva.

2.2. Silness and Lée Index [26, 27]. Six teeth were examined
according to Ramfjord criteria (16-21-24-36-41-44). Four
surfaces of each tooth were examined, making a total of 24
measurements. These measurements were performed with a
periodontal probe by the same examiner.

2.3. Gingival Bleeding Index [28]. A periodontal probe was
used to take this index. The values established for this exam-
ination are 0—absence of inflammation; 1—mild inflamma-
tion, slight change in color, no gingival edema, and no
bleeding on probing; 2—moderate inflammation, redness,
edema, and gingival hypertrophy, and bleeds to probe
(after 10 seconds); 3—severe inflammation, marked red-
ness, and hypertrophy. There may be ulcerations; the gingiva
tends to be spontaneous in bleeding.

2.4. Turesky Plaque Index [29, 30]. The buccal surfaces of the
anterior teeth were examined using a mouthwash of basic
fuchsine as developing agent plaque, and the following
numerical scoring system from 0 to 5 was established:
0—there is no plaque; 1—independent streaks of plaque in
the cervical margin of the tooth; 2—a thin continuous band
of plaque (up to 1 mm) at the cervical margin; 3—a band
greater than one millimeter wide, but covers less than
one-third of the crown; 4—the plaque covers a third, but
not more than two-thirds of the crown; 5—the plaque covers
two-thirds or more of the crown.

2.5. Inflammatory Crevicular Fluid Study (IL6) [7-9]. Cre-
vicular fluid samples were collected from interdental areas
(lingual, buccal, mesial, and distal) of six teeth distributed in
the four quadrants (16, 21, 24, 36, 41, and 44) using five strips
of pressed paper that were 2 cm long, especially for crevicular
fluid. The impregnation time for each patient was 5 seconds,
and the strips were immediately inserted into microtubes
that contained 0.5 ml of Eppendorf with 50 ul saline at 4°C
for preservation. The samples were then transported to the
biological laboratory in a refrigerator and were stored frozen
at —80°C at the laboratory until they were processed.

Then, we proceeded to analyze the concentration (pg/ml)
of interleukin 6 present in each sample using panels 96-well
bioplex brand Luminex®.

3
TaBLE 1: Groups characteristics.
Experimental ~ Control
(n=10) (n=10)
Men 2 5
Sex 0.674
Women 8 5
Years 24.6 +4.27 23.5+1.64 0.525
Weight (Kg) 57.04+9.33 66.6+16.43 0.420
Height (cm) 164.7+8.02 169.3+8.59 0.325
Yes 0 0
Smoker 1.000
No 10 10
Yes 1
Alcohol 1.000
No 9 9
i Yes 1 (ACO 0
Medical ( ) 0.875
treatment No 9 10

2.6. Brightness of the Gingiva. The brightness of the gingiva
was taken to identify possible changes in the gingival color.
The reddening of the gingiva accompanies the inflammation
of the tissue, which is a factor that may help to differentiate
inflammatory changes at this level.

The luminosity of the gingiva was registered with Micro
SpectroShade™ MHT Optic Research AG. This instrument
is designed to take dental color. However, besides including
color guides, the SpectroShade has the ability to measure
the brightness of any color, not just shades of white. The
change of color of the gingiva was observed in each patient,
and the color reference was measured in the same point in
each evaluation visit, which helped us compare the change
in the coloration of the same point.

2.7. Statistical Analysis. The management of the data was
performed using the SPSS statistical program. A similar
database to Notebook Data Collection was created. There
are a minimum range and a maximum range for each vari-
able, and the name of the variable and its values were defined.
The data are presented as the mean + standard deviation of
the measurements, and a p value less than 0.05 was consid-
ered statistically significant.

Chi-square test was performed to qualitative variable
and Student’s t-test to the quantitative variable, after the
Kolmogorov-Smirnov to assure the normality.

The Ethical Committee approved this study, and all
examinations and treatments were performed with the con-
sent of the subjects and according to the guidelines of the
Declaration of Helsinki.

3. Results

A statistical analysis between the two study groups, 10
patients in each group, in terms of sex, age (years), weight
(kg), height (cm), tobacco use, alcohol, and use of concomi-
tant medication, was carried out to ensure the reliability of
the results. We found no significant differences between the
study group and the control group, so we can say that the
homogeneity between the groups was achieved (Table 1).
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TaBLE 2: Silness and Loe, gingival bleeding, and plaque index.
Test Evaluation visits Experimental Control p
. . Day 14 0.65+0.58 1.24 +0.66 0.0001
Silness and Loe index
Day 21 0.97 £0.54 1.48 +£0.60 0.0001
Day 14 0.91+0.84 1.33+0.75 0.005
Gingival bleeding index Y
Day 21 0.98 +0.67 1.61 +£0.66 0.0001
. Day 14 1.68 £0.79 1.25+£0.91 0.006
Plaque index
Day 21 3.35+1.59 1.68+1.43 0.0001

TaBLE 3: Brightness of the gingiva.

TaBLE 4: IL-6 in the crevicular fluid (pg/ml).

Brightness of the gingiva ~ Experimental Control p

Baseline 30.75+4.19 31.37+3.55 0.351
Day 14 32.70£3.48 31.50£3.10 0.480
Day 21 32.57+4.72 31.22+2.52 0425
Dif (day 21 and day 14) -0.12+1.85 -0.28+1.92 0.545

The medication perception of both groups, as the initial
flavour, the product durability, the appearance, size, and effi-
ciency, was the same; there were no statistically significant
differences between the data obtained (Table 1). No adverse
events were notified during the study.

Once the study groups were analysed, the data processing
was conducted depending on the different views held.

3.1. Periodontal Index to 15 Days for Treatment (Intermediate
Visit). The Silness and Loe gingival index (of 0-3 from
least to greatest gingival inflammation) (Table 2) was
higher in the control group than in the experimental
group, reaching a twofold difference between the two groups
(p<0.0001). The gingival bleeding index also corroborates
this fact, as the bleeding was lower in the experimental group
versus the control group (p < 0.005) (Table 2).

In contrast to the values obtained in the Silness and
Loe and gingival bleeding indexes, the amount of dental
plaque deposited on the surface of the patients according to
the Turesky index plaque was slightly higher (33%) in the
experimental group versus in the control group (p < 0.006)
(Table 2).

3.2. Periodontal Index to 21 Days for Treatment (Final Visit).
The results obtained 21 days after starting the treatment
showed the tendency observed in the intermediate visit,
increasing the difference between the study groups.

Silness and Loe index was higher in the control group
compared to the experimental group, with a difference of
50% between the study groups (p <0.0001). The gingival
bleeding index, which showed bleeding in the control group,
was higher in the experimental group (p < 0.0001).

However, the plaque deposition was higher in the exper-
imental group than in the control group according to the
Turesky plaque index having plaque deposit doubled in the
patients in the experimental group (p < 0.0001) (Table 2).

3.3. Gingival Brightness. The gingival brightness was taken in
each patient using the Micro SpectroShade Optic Research

1L-6 in the crevicular

fluid (pg/ml) Experimental Control P

Baseline 62.85+458  126.60+54.03 0.011
Day 14 1795+13.02  4740+33.61 0.019
Day 21 22.15+15.14  69.40+50.10 0.011
Dif (day 14—baseline) 4490+44.05  79.20+64.54 0.095
Dif (day 21—baseline) =~ —40.70+45.02 -56.70+70.63 0.245
Dif (day 21 and day 14) -4.20+3.21  -22.00+21.03 0.016

MHT AG. This value was taken at the beginning, middle
visit, and in the final visit. The data obtained from these three
measurements in each patient showed no statistically signifi-
cant differences (p values from 0.351 to 0.545) (Table 3).

3.4. Inflammatory Crevicular Fluid Study (IL6). Statistically
significant differences were found at the baseline between
the experimental group and the control group and in the sub-
sequent visits. No statistically significant differences between
the first visit and the second visit, and the first and third visits
were found, although it was significant between the second
visit and the third visit (Table 4).

4. Discussion

Gingivitis is caused by deposition of plaque on the tooth sur-
face; this deposition constitutes an irritant that triggers the
gingival inflammation and bleeding. Gingivitis could be
reversible if the patient has a constant and good hygiene.
These measures could be carried out by a proper brushing
technique [1-5].

The drug used in the current study is a nutritional
supplement based on blueberry and red fruit rich in oligo-
meric proanthocyanidins (OPCs) [7]. Proanthocyanidins
have been recently investigated, as we suggested in the intro-
duction, due to their powerful antioxidant and anticancer
activities and due to their anti-inflammatory, antimicrobial,
and vasodilator systemical properties. The beneficial effect
of proanthocyanidins is attributed to its ability to reduce oxi-
dative stress, lipid peroxidation, free radical generation, and
LDL oxidation [11].

Mohana et al. published a study in 2015 about the effect
of the OPCs in the prevention and treatment of atherosclero-
sis. Oxidation of low-density lipoproteins (OxLDL) has been
strongly suggested as a key factor in the pathogenesis of
atherosclerosis [11]. Due to the antioxidant action of the
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proanthocyanidins and the modulation of macrophage dif-
ferentiation, Mohana et al. reported the benefit of the product
as prevention and treatment of the atherosclerosis [11].

Wang et al. have also tested the anti-inflammatory mech-
anisms of OPCs [12]. They designed an in vivo study in
mouse models to investigate the protective effect of OPCs
against alcohol-induced liver steatosis and injury. The results
showed that OPC significantly improved alcohol-induced
dyslipidemia and alleviated liver steatosis by reducing
levels of serum alanine aminotransferase (ALT), aspartate
aminotransferase (AST), total triglyceride (TG), total cho-
lesterol (TC), low-density cholesterol (LDL-c), and liver
malondialdehyde (MDA) and increasing levels of serum
high-density lipoprotein (HDL-c) and liver superoxide
dismutase (SOD). Further investigation indicated that OPC
markedly decreased the expressions of lipid synthesis genes
and inflammation genes such as sterol regulatory element
binding protein-1c (Srebp-1c), protein-2 (Srebp2), interleu-
kins IL-1b and IL-6, and TNF-« 10.

These studies suggested that an effect in the inflamma-
tion genes and mediators could be modified by the OPCs,
reducing the inflammation obtained [11, 12]. Our results
do not show significant differences in the IL-6 between the
baseline and the second visit and between the baseline and
the third visit. Significant differences were found between
the 14th and 21st days and between groups in each visit,
including in the baseline stage, so the groups were not similar
at the beginning of the study, which could be a bias in the
results. That reason forces us to not consider significantly
the results obtained. However, the data is lower in the
experimental group in each visit and this fact suggests
that an effect could be in the IL-6, but we cannot assure
this like in other studies because of our difference in the
baseline group. However, the clinical parameters, the Loe
and Silness index and gingival bleeding index, showed us
that the clinical inflammation was higher in the control
group than in the experimental group, finding statistically
significant differences.

During the study, we observed that the deposition of pla-
que, Loe and Silness index, gingival bleeding index, and the
brightness of the gingiva, increased sequentially, so the
inflammatory factors must have also increased due to the
results obtained in each parameter, although there were no
differences between the study groups in the brightness of
the gingiva. We attribute this fact to the mechanical irritant
that the plaque constitutes itself, without taking into account
its nature.

Besides the anti-inflammatory effect, OPCs have shown
antimicrobial effect, reported by further studies [10-16, 23,
25]. This property also justifies testing the effectiveness of
the OPCs in periodontal disease. After performing the cur-
rent study, we can affirm that the OPCs have an effect in
the health of the periodontal tissues, as we could see
through the Silness and Loe and gingival bleeding indexes,
which were significantly lower in the experimental group
than in the control group, although it was not corroborated
by the Turesky plaque index, where the presence of plaque
was paradoxically higher by 33% in the study group than in
the control group (Table 1).

These results lead us to suspect that this supplement
certainly has antimicrobial effect, since the gingival bleed-
ing index and Silness and Loe index were lower even in
the presence of more dental plaque, so the nature of the
plaque must be modified, possibly because of a change in
the pH or by a different bacterial composition. In March
2015, Mahesh et al. published in the Contemporary Clinical
Dentistry a randomized parallel clinical trial comparing a
0.2% chlorhexidine gluconate mouthwash versus a 0.6%
cranberry mouthwash on Streptococcus mutans in 50 sub-
jects, obtaining similar results in the colonisation of this
bacteria in the plaque [25]. This study confirms the results
obtained in our clinical trial, in which we hypothesised
that the plaque could be different because of the minor
inflammation of the periodontal tissue.

Until this moment, only one study has been published
about the use of cranberry mouthwash (a component of
OPCs) in periodontal disease in humans [25]. However, in
2011, Lohr et al. published an in vitro study about the antimi-
crobial effect of the OPCs acting in the adhesion of Porphyr-
omonas gingivalis to KB cells [23]. They postulated that the
OPCs had an antiadhesive effect against P. gingivalis in the
KB cells. The results of this study showed that OPCs exert
antiadhesive effects against P. gingivalis, concluding that
OPCs may be useful for the prevention of P. gingivalis-asso-
ciated periodontal diseases [23]. Our study does not include
bacterial analysis, but our results support it due to the fact
that in the experimental group the parameters showed less
inflammation and less cell response to the plaque, which
could be attributed to its nature.

Due to the previous study [23], we suspect that the anti-
adhesion effect modified the plaque of the subjects in the
experimental group, making the inflammation lower. Lorh
et al. showed that polyphenols interact with protein surface
(e.g., gingipains, predominantly because of its activity against
Arg-gingipain) and change the functionality and reactivity.
Thus, OPCs mainly interact with the initial adhesion process
of the bacteria to the cell membrane. This process could be
extrapolated to our study, giving us an explication of our
results. IL-6 has not shown significant differences, but a real
effect in the inflammation of the gingiva took place in our
patients; thus, the Loe and Silness index and gingival bleeding
index were lower in the experimental group.

5. Conclusion

The nutritional supplement made of oligomeric proantho-
cyanidins (cranberry and vitamin C) induces an improvement
in the health of the periodontal tissues, since the Silness and
Lée index and gingival bleeding index were markedly lower
in the experimental group, although that supplement has
not been shown to have effects on the accumulation of plaque
on the tooth surface. Further studies are needed to determine
the nature of the plaque.
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