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1. INTRODUCCION
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1.1. ANATOMIA DEL PERIODONTO

Periodonto deriva de la palabra peri = alrededor y odonto =diente. Se refiere a todas las
estructuras que rodean al diente, incluyendo el cemento, ya que es el medio de sujecion
del diente al ligamento periodontal.

1.1.1. Origen del periodonto
El periodonto de proteccién surge en el momento que se produce como la erupcion
dental, al romperse el epitelio del surco gingival, el epitelio externo e interno que da
origen al diente, y la membrana basal de los ameloblastos se une al esmalte en la regién
del cuello, formando un bolsa alrededor del mismo en la que alberga el resto de células
ameloblésticas las cuales son sustituidas por el epitelio de unién. En el momento de la
erupcion el tejido epitelial se ulcera dando paso al surgimiento dental quedando libre la
corona a la superficie hasta colocarse en posicion de oclusion. Durante este proceso el
tejido conectivo sufre cambios al incrementar la produccion de matriz que le permite
elevar la lamina gingival tomando la forma anatomica que le corresponde en las arcadas
maxilares. Al finalizar la erupcion dental queda una pequefia lengiieta separada del
esmalte lo que da origen a la encia libre 0 marginal y funciona como un sistema de
drenaje y limpieza. El periodonto es un sistema de union proteccion y fijacion del

diente, por sus diferentes funciones se divide en dos (1):

1. Periodonto de Proteccion

2. Periodonto de Insercién

Periodonto durante

Epitelio
la erupcion dental

plano
estratificado |
—

Epitelio
® de union

7 U
S -
Mgt w , Rci\ml(c e .x]mllo_\:(
epitelial — s g
) |

Figura 1. Periodonto durante la erupcion dental (1)
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1.1.2. Periodonto de proteccion
El periodonto de proteccion para su mejor compresion lo dividimos en encia y union

dentogingival. Figura 1. Periodonto durante la erupcion dental (1)

a) Encia
La encia es parte de la mucosa de la cavidad bucal, presenta un epitelio plano

estratificado, con queratina, sin queratina o paraqueratina.

1 mm SURCO

— v — — — — e — — — — — —

Figura 2. Estructura encia (1)

Presenta una lamina propia de tejido conjuntivo laxo con presencia de muchos vasos
sanguineos y ademas células propias del tejido que dan origen a la matriz fibrosa y
amorfa. Por debajo de la ld&mina propia presenta tejido conectivo denso o semi-denso

segun la regién. La encia se divide en libre o marginal y fija o adherida.

Figura 3. Limites de la encia (www.clinicaperiodonica.cl)

b) Encia libre o marginal
La podemos identificar como una pequefia lengiieta que se encuentra separada del

diente y presenta dos caras, externa e interna, esta Ultima levemente separada del
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esmalte del diente, la cual rodea toda la periferia. La cara externa presenta un epitelio
plano estratificado queratinizado, con elevacion debido a que a este nivel la lamina
propia presenta elevaciones formando papilas dérmicas lo que aumenta su vascularidad
y sensibilidad, entre diente y diente se observa una lengiieta que forma parte de la
misma encia libre llamada interdental.

En la cara interna de la encia libre, la que esta directamente adyacente al diente, se
conoce como epitelio del surco, que inicia desde el epitelio de unidén en la region
cervical dental, hasta la region apical del surco gingival, orientado hacia la corona,
presenta un epitelio plano estratificado no queratinizado: La profundidad del surco varia
entre 0.5 a 1mm, su lamina propia no presenta elevaciones o papilas dérmicas, dando un
aspecto liso. La proliferacion y descamacion del epitelio se produce en un promedio de
7 dias, la mitad del tiempo del resto de epitelio de la encia, permitiendo una limpieza

constante evitando el crecimiento bacteriano (2).

¢) Epitelio de Unidn
En la region cervical del epitelio del surco topa directamente con el diente produciendo
un sitio de union epitelial y dental que evita el contacto directo con la region del corion
que sostiene al epitelio. Esta region se denomina epitelio de union o epitelio de fijacion.
Esta compuesto de dos laminas basales, una colindante con el tejido conectivo del
corion y otra colindante con el diente en la region cervical. Entre la poblacion celular
Unicamente se encuentran queratinocitos que no sufren citomorfosis, y se contintan

posteriormente con los queratinocitos del epitelio del surco (3).

d) La encia fija o adherida
La encia fija presenta un epitelio plano estratificado queratinizado, ortoqueratinizado y
paragueratinizado. Se inicia donde finaliza la encia libre y termina hasta donde inicia la
mucosa alveolar. Conforme el epitelio baja, varia el nivel o grado de queratina hasta
desaparecer y quedar como un epitelio de revestimiento. EIl corion es un tejido
conjuntivo denso irregular que le da soporte al epitelio, donde presenta abundantes
papilas altas (invaginaciones del tejido conjuntivo laxo dentro del epitelio) lo que le
permite una buena vascularizacion en la zona. Algunas de estas papilas pueden
observarse macroscépicamente como arrugas o con la apariencia de piel de naranja. La

conexidn de la encia libre y adherida se produce por el entrelazamiento de las diferentes
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fibras de colageno formando sitios de anclaje o unidn. La encia se une al diente a través
de ligamentos de colageno | que rodean la estructura dentaria de diferentes maneras. De
esta forma podemos localizar los siguientes grupos de fibras (4):

1. Gingival o supracrestal: se forma a nivel del cuello como un anillo llamado
antiguamente anillo de Kolliker.

2. Gingivo-Dental: son fibras de colageno nacen en la encia y se insertan en el cemento.
3. Gingivo-alveolar: fibras de colageno que se extiende desde la encia al periostio del
hueso alveolar.

4. Circular: fibras de colageno en forma circular alrededor del fuello diente.

5. Periostio dental: fibras de coldgeno que nacen en el periostio de la cara externa del
hueso alveolar al cemento.

6. Transeptal o dentodental: fibras de tejido conectivo que nacen en la region cervical
cemento del diente atravesando todo el tejido hasta la region cervical del cemento del

diente adyacente

Esmalte

Encia margina] Epitclio de Union

Fibras gingivo -

dentales Fibras gingivales

?ntin&

Gibras gingivo- |
alveolares

Encia adherida

Figura 4. Diferentes tipos de fibras del periodonto de proteccion (4)

1.1.3. Periodonto de insercion
Esta compuesto por tres elementos estructurales formando una unidad funcional:
1. Cemento
2. Ligamento periodontal
3. Hueso Alveolar
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Las fibras de colageno del ligamento periodontal se insertan en el cemento al hueso
alveolar, formando una articulacién alveolodentaria (gonfosis) lo que le permite tener
una fuerza durante la masticacion, este tipo de articulacion se va modificando conforme

avanza la edad debido a los diferentes movimientos que produce la masticacion.

1.1.3.1. Cemento
Es un tejido conjuntivo mineralizado de origen ectomesenquima del foliculo dentario, el
cemento cubre la superficie de la dentina en la porcién radicular y la conecta con el
ligamento periodontal al hueso alveolar. El cemento tiene mucha similitud con el hueso
y crece por aposicion, formando laminas concéntricas alrededor de la raiz del diente. La
funcién principal del cemento es proteger la dentina en su porcién radicular desde el

cuello anatémico hasta el &pice radicular (5).

Dcnlin: —

N7\

Odontoblééito‘s

Figura 5. Se observa la relacion del cemento, el ligamento periodontal y el hueso

alveolar formando la articulacion alveolo-dentinal. Imagen modificada de (4)

El cemento no presenta vasos sanguineos y carece de insercion propia, es mas resistente
que el hueso pero no es remodelado por lo que soporta mas la resorcion. EI cemento se
relaciona con la dentina en su cara interna, con el ligamento periodontal en su cara
externa, con el esmalte a nivel de la regién cérvico-coronaria y con la pulpa en el
extremo apical. EI cemento es mas delgado en la region del cuello (20 micras) y
conforme desciende aumenta su espesor, en medio (50 micras) y al final ente 2 y 4 mm.
El cemento presenta un color blanco oscuro y opaco, es levemente permeable semejante
al hueso, y es menos radiopaco. ElI cemento esta formado por células y matriz amorfa y

fibrosa la cual se encuentra calcificada (6).
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1.1.3.2. Ligamento Periodontal
Es una capa de tejido conjuntivo fibroso que une el hueso alveolar con el diente,
dandole soporte y resistencia durante la masticacion, en el pice dentario el ligamento se
pone en contacto con el tejido pulpar, también se pone en contacto con la encia,
formando un conjunto de fibras en diferentes direcciones pero con una misma funcion
de fijar el diente al hueso alveolar, con la edad el ligamento periodontal disminuye,
siendo compensado por el cemento. Existe una zona mas angosta del ligamento que le
permite servir como un eje direccional en relacion con las fuerzas masticatorias, es una
zona de apoyo o palanca de los movimientos laterales del diente (fulcrum) se localiza en
la mitad de la raiz de los dientes uniradiculares, en los dientes multiradiculares (dos o
mas raices) el fulcrum se localiza en el tabique 6seo interradicular.
El tejido conjuntivo que forma el ligamento estd formado por células de las que
podemos mencionar las siguientes
* Fibroblatos, osteoblastos, cementoblastos que son productores de matriz.
* Células Resortivas como el osteoclasto y el cementoclasto.
* Células de defensa como macrofagos, mastocitos, leucocitos.
* Células madres ectomesenquimas.
El ligamento periodontal estd formado por fibras de colageno tipo I, IlI, IV, V. Las
fibras de colageno presentan diferentes direcciones, las que se insertan del hueso
alveolar al diente son fibras principales, y las que mantienen un orden irregular son
secundarias. Las fibras Primarias son las que soportan la fuerza de masticacion, por su
direccidn se agrupan en las siguientes.
1. Grupo de fibras cresta alveolar: Son fibras oblicuas ascendentes se dirigen de la
cresta alveolar hasta por debajo de la union cemento esmalte. (evitan el movimiento de

extrusion).

Figura 6. A) Fibras apicales; B) Espacio periapical de Black, C)Fibras de la
cresta alveolar; G) Fibras gingivales; T) Fibras transeptales; H) Fibras

horizontales, O) Fibras oblicuas Imagen modificada de (6)
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2. Grupo de fibras horizontal o de transicion: Por debajo del grupo anterior en angulo
recto del cemento al hueso, (resiste a la fuerza lateral y horizontal).

3. Grupo de fibras oblicuas descendentes: Son las mas abundantes, descienden desde
el hueso al cemento, son potentes y mantienen al diente dentro del hueso, soportan la
fuerza de la masticacion (evitan el movimiento de intrusion).

4. Grupo de fibras apical: Desde el foramen apical del cemento al fondo del hueso
alveolar, evitando los movimientos laterales, extrusion y amortigua los de intrusion.

5. Grupo de fibras interradicular: Solo se encuentran en los dientes multirradiculares,
las fibras se insertan en la cresta o tabique interradicular hacia el cemento en forma de
abanico, evitando movimientos laterales de rotacion.

6. Las fibras que estan incluidas en el hueso y se insertan al cemento corresponden a las

fibras de Sharpey y son denominadas perforantes.

Al igual que otros tejidos conjuntivos, el ligamento Periodontal, presenta matriz amorfa
rica en proteoglicanos, glucosaminoglicanos (hialurano, condroitin 4, sulfato, condroitin
6 sulfato, dermatdn sulfato y heparan sulfato), la matriz amorfa permite una
comunicacion por difusion de sus elementos, el ligamento periodontal presenta
abundantes vasos sanguineos y linfaticos, también abundan las fibras nerviosas dandole

un alto nivel de sensibilidad (4).

1.1.3.3. Hueso alveolar
De los procesos maxilares superiores e inferiores se forma el proceso del hueso alveolar
en cual no deja limites de separacion formando una unidad. Los procesos alveolares
forman cavidades conicas que alojan la o las raices de los dientes, las cavidades estan
revestidas por una capa de periostio que permite la insercion del ligamento periodontal e
integrandose con fibras de Sharpey con direccion al cemento. Los procesos alveolares
se desarrollan junto con el diente y el ligamento periodontal, el cual finaliza en el
momento de la erupcién dentaria, adaptandose a los cambios que ocurren con el tiempo
por la masticacion.
El hueso alveolar forma cavidades conicas que permitan alojar los dientes, dicha
cavidad puede ser simple un conducto, o compleja con dos o tres tabiques internos
segun el tipo de diente. Las paredes que forman las cavidades presentan dos caras:
1) La tabla alveolar libre que puede ser vestibular, palatina o lingual.
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2) Los tabiques alveolares son los que separan el alveolo de un diente con otro, Ilamado
también tabique interdentario. EIl vértice superior del alveolo se llama cresta alveolar,
estd a nivel del cuello del diente y esta revestido por la encia y la unién dentogingival.
La tabla vestibular es méas delgada en los incisivos y premolares, y mas gruesa en los
molares. El hueso alveolar es un tejido altamente vascularizado e inervado permitiendo

un buen nivel de comunicacion con el resto de tejidos que dependen del mismo (1) (7).

1.1.4. Mucosa bucal
La mucosa bucal consta de:
-Epitelio bucal
-Membrana basal, que conecta de epitelio bucal a la lamina propia.
-Lamina-propia, formada por tejido conjuntivo laxo y tejido conjuntivo glandular con la

mayor parte de los vasos sanguineos y los nervios

El epitelio de la mucosa bucal es poliestratificado, similar a los restantes érganos. Esta

formado por una membrana basal mitéticamente activa, sobre la que se sitan capas de

células progresivamente diferenciadas que se descaman en la zona mas superficial. El
recambio del epitelio bucal, es decir, la migracion de una capa hasta la superficie, dura

unos 5-6 dias, y éste se puede considerar también como un valor promedio para toda la

mucosa bucal. A medida que las células maduran y migran desde la capa basal hasta la

superficie, aumentan de tamafio y se hacen progresivamente méas aplanadas, al tiempo
que incrementan su contenido en filamentos proteicos y pierden organulos
citoplasmaticos. La composicion de esta capa varia de acuerdo con las funciones del
tejido; asi en el paladar duro y la lengua, que son mucosas masticatorias sujetas a
fuerzas de distension, el epitelio se encuentra queratinizado como la epidermis, mientras
que el recubrimiento del interior de las mejillas y de la region sublingual es distensible y
no queratinizado. Asimismo, la composicion lipidica varia de acuerdo con esta
clasificacion: en las zonas queratinizadas se presenta una alta proporcion de ceramidas y
acilceramidas compuestos apolares que se han asociado a la funcion barrera, y que estan
en menos concentracion en las restantes zonas. El grosor del epitelio también es
diferente segun su localizacién. La zona bucal se compone de unas 40 a 50 capas de
células. La mucosa oral recibe un importante flujo sanguineo, a través de la arteria

maxilar, ( 2,4 ml/min./cm?)(8).
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En cuanto al moco, es un importante componente que puede afectar a la liberacion del
farmaco en la mucosa oral. Su espesor varia entre 50 a 400 pm. Su funcion es
fundamentalmente la lubrificacion y proteccion de las células epiteliales de agresiones
de tipo mecénico o quimico. EI mucus esta formado por mucinas (glicoproteinas de alto
peso molecular 2-14x106 Da), capaces de formar un gel viscoelastico. El contenido de
agua es del 95% aproximadamente. Ademas el moco es muy rico en &cido sialico y
residuos de sulfato, por lo que a pH fisiol6gico se encuentra cargado negativamente,

jugando un papel clave en la mucoadhesiéon (9).

29 |



1.2. INTRODUCCION A LAS ENFERMEDADES PERIODONTALES
“La salud es un estado de completo bienestar fisico, mental y social. y no solo la

ausencia de enfermedad o dolencia"(10).

En base a esta definicion de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se deduce que
la salud periodontal debe definirse como un estado libre de enfermedad periodontal
inflamatoria que permite a un individuo funcionar normalmente y evitar consecuencias
(mentales o fisicas), debido a la enfermedad. Sobre la base de este marco general de
salud, la salud periodontal debe basarse en la ausencia de enfermedad, asociada con
gingivitis, periodontitis u otras afecciones periodontales, y puede incluir pacientes con
antecedentes de gingivitis o periodontitis tratadas con éxito u otras afecciones
periodontales, que han sido y son capaces de mantener su denticién sin signos de
inflamacion gingival clinica. Ademas, la salud periodontal clinica abarca el control y el
analisis de los procesos inmunolégicos que involucran niveles de marcadores biologicos

e inflamatorios compatibles con la homeostasis (11) (12).

La definicion de enfermedad es la alteracion de una situacion bioldgica, principalmente,
en la cavidad oral, se deben establecer las condiciones de enfermedad para determinar la
salud oral, estado caracterizado por la ausencia de dolor orofacial cronico, cancer bucal
o de garganta, Ulceras bucales, defectos congénitos, enfermedades periodontales, caries
dental y pérdida dental, asi como otras enfermedades y trastornos que afectan a la
cavidad bucal. Por lo tanto, toda condicion favorable a estas situaciones se considera
patoldgico (13).

La periodontitis es una enfermedad infecciosa microbiana localizada en el periodonto.
Se caracteriza por inflamacién, pérdida de soporte del tejido periodontal, presencia de
bolsas periodontales y sangrado gingival (14).

Esto se detecta como pérdida de insercién clinica (CAL) por evaluacion circunferencial

de la denticion erupcionada con una sonda periodontal estandarizada con referencia a la
union cemento-esmalte (CEJ) (15).

La periodontitis se define como una enfermedad inflamatoria cronica que actualmente
puede ser controlada con éxito, y los dientes se pueden mantener sanos y llegar a
controlar la posible caida. La periodontitis puede permanecer estable (en remisién) o
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entrar en periodos de exacerbacion. Por lo tanto, la medicina dental de precision
requiere una evaluacion de riesgos individuales y continua como parte del manejo
optimo del paciente. Una definicién de salud y bienestar periodontal es fundamental
para establecer puntos finales terapéuticos ideales y aceptables para las terapias, para
evaluar sistematicamente la carga biologica de la inflamacion, para categorizar la
prevalencia de la enfermedad gingival y periodontal en poblaciones y para evaluar el

riesgo individualizado para el desarrollo futuro de la enfermedad.

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria que causa alteraciones patoldgicas en
los tejidos dentales, que pueden conducir a la pérdida de los dientes si no se tratan. Las
encuestas nacionales han demostrado que la mayoria de los adultos padecen
periodontitis moderada, y hasta el 15% de la poblacién estd afectada por periodontitis
generalizada grave en algin momento de sus vidas (16) (17).

La importante carga de la enfermedad periodontal y su impacto en la salud general y la
calidad de vida del paciente sugieren una necesidad clinica para el manejo efectivo de
esta condicion (18) (19) (20).

Las enfermedades periodontales ya no pueden considerarse infecciones bacterianas
simples. Mas bien, son enfermedades complejas de naturaleza multifactorial que
involucran una interaccion compleja entre la microbiota subgingival, las respuestas
inmunes e inflamatorias del huésped y los factores de modificacion ambiental (21) (22).
Por lo tanto, la salud periodontal no debe considerarse Unicamente en el contexto de los
niveles de placa/bacterias y el control, sino que debe abarcar una consideracion y
evaluacion holistica de todos los factores responsables de la aparicién de la enfermedad,
asi como la restauracion y el mantenimiento de la salud. Los determinantes de la salud
periodontal se clasifican en 3 categorias principales; microbiolégico, huésped vy

ambiente.
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Microbiological Determinants of Clinical Periodontal Health

Supragingival plague composition
Subgingival biofilm composition

Host Determinants of Clinical Periodontal Health
1. Local predisposing factors

1.1 Periodontal pockets

1.2 Dental restorations

1.3 Root anatomy

1.4 Tooth position and crowding

2. Systemic modifying factors

2.1 Host immune function

2.2 Systemic health

2.3 Genetics

Environmental Determinants of Clinical Periodontal Health
Smoking

Medications

Stress

Nutrition

Tabla 1. Determinantes de la salud periodontal clinica

1.2.1. Clasificacion de la periodontitis
El workshop de 1989 reconocié que la periodontitis tenia varias presentaciones clinicas
distintas, diferentes edades de inicio y fases de progresion (11).
Basandose en estas variables, el taller clasificd la periodontitis como prepuber, juvenil
(localizada y generalizada), adulta y rdpidamente progresiva. El Taller Europeo de 1993
determind que la clasificacion deberia simplificarse y propuso agrupar la periodontitis
en dos encabezados principales: periodontitis de adultos y de inicio temprano.
En 1996 se determiné que no habia pruebas nuevas suficientes para cambiar la
clasificacion (23).
Posteriormente se hicieron cambios importantes en la clasificacion de la periodontitis de
1999(24)(25)(26). La periodontitis se reclasificO como crénica, agresiva (localizada y
generalizada), necrotizante y como manifestacién de enfermedad sistémica. Desde el
workshop de 1999, ha surgido nueva informacion sustancial gracias a estudios de
poblacion, investigaciones de ciencias basicas y la evidencia de estudios prospectivos
que evallan factores de riesgo ambientales y sistémicos. El andlisis de esta evidencia ha
llevado al workshop de 2017 a desarrollar un nuevo marco de clasificacion para la

periodontitis (11).
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CLASSIFICATION OF PERIODONTAL AND PERI-IMPLANT DISEASES AND CONDITIONS 2017

Periodontal Diseases and Conditions

Periodontal Health, Gingival Diseases and Periodontitis ‘ Other Cond Affecting the Period

Conditions

Papapanou, Sanz et al. 2018 Consensus Rept link

Chapple, Mezaley, et al. 2018 Consensus Rept link Jepsen, Caton et al. 2018 Consensus Rept link Jepsen, Caton et al. 2018 Consensus Rept link

Trombellietal. 2015 Case Definitions fink Tonetti, Greenwell, Kornman. 2018 Case Definitions link Papapanou, Sanz et al. 2018 Consensus Rept link

.Systemlc Periodontal
diseases or

Gingival T Abscesses

i : izi . and ingi Traumatic
Dissases: Nesigtaing . Manifestation of affecting the . Mucogingival
Non-Dental Periodontal Periodontitis Ui lsgass periodontal Endodontic- Deformities Occlusal
Biofilm-Induced Diseases v : Periodontal | and Conditions || Forces
upporing Lesions

Periodontal Gingivitis:
Health and Dental
Gingival Health Biofilm-Induced

tissues

Tooth and
Prosthesis
Related
Factors

Peri-Implant Diseases and Conditions
Berglundh, Armitage et al. 2018 Consensus Rept link

Deficiencies

Peri-Implant Health Peri-Implant Mucositis Peri-Implantitis Peri-Implant Soft and Hard Tissue

Tabla 2. Clasificacion de la periodontitis 2017 Imagen modificada de (11)

En los ultimos 30 afios, la clasificacion de la periodontitis se ha modificado
repetidamente en un intento por alinearla con la evidencia cientifica emergente. El
grupo de trabajo acordd que, de acuerdo con los conocimientos actuales sobre
fisiopatologia, se pueden identificar tres formas de periodontitis: periodontitis
necrotizante, (27) periodontitis como una manifestacion de enfermedad sistémica (28) y
las formas de la enfermedad previamente reconocidas como “crénicas™ o "agresivas",
ahora agrupados en una sola categoria, "periodontitis™ (29)(30) (31).

Al revisar la clasificacion, los autores acordaron un marco de clasificacion para la
periodontitis caracterizado por un sistema de clasificacion multidimensional que podria
adaptarse con el tiempo a medida que surgen nuevas pruebas (32).

La nueva clasificacion de enfermedades y condiciones periodontales también incluye
enfermedades sistémicas y afecciones que afectan a los tejidos de soporte periodontal.
Se reconoce que existen raros trastornos sistémicos, como el sindrome de Papillon
Lefevre, que generalmente resultan en la presentacion precoz de la periodontitis severa.
Otras afecciones sistémicas, como las enfermedades neoplasicas, pueden afectar al
tejido periodontal independiente de la biopelicula de la placa dental inducida por
periodontitis, y tales hallazgos clinicos también deben ser clasificados basados en la
enfermedad sistémica primaria y ser agrupados como “Enfermedades sistémicas o

afecciones que afectan los tejidos periodontales de soporte” (33).
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Sin embargo, existen enfermedades sistémicas comunes, como la descontrolada diabetes
mellitus, con efectos variables que modifican el curso de periodontitis. Estos parecen ser
parte de la naturaleza multifactorial de las enfermedades complejas como la
periodontitis y se incluyen en la nueva clasificacion clinica de la periodontitis como
descriptor en las fases y en el grado de clasificacion. Aunque las variables comunes de
la periodontitis pueden alterar sustancialmente la aparicion de la enfermedad, la
gravedad y la respuesta al tratamiento, la evidencia actual no apoya una fisiopatologia

Unica en pacientes con diabetes y periodontitis (Tabla 3).

Periodontal Manifestations of Systemic
Diseases and Developmental and
Acquired Conditions: Consensus Report
Jepsen, Caton et al. 2018
Active link to consensus report

PERIODONTAL MANIFESTATIONS OF SYSTEMIC DISEASES AND
DEVELOPMENTAL AND ACQUIRED CONDITIONS
1. Systemic diseases or conditions affecting the periodontal supporting tissues

Albandar et al. 2018 link

2. Other Periodontal Conditions
Papapanou, Sanz et al. 2018 link Herrera et al. 2018 link
a. Periodontal Abscesses
b. Endodontic-Periodontal Lesions

3. Mucogingival deformities and conditions around teeth
Cortellini & Bissada 2018 link

Gingival phenotype

Gingival/soft tissue recession

Lack of gingiva

Decreased vestibular depth

Aberrant frenum/muscle position

Gingival excess

Abnormal color

Condition of the exposed root surface

SEm P o0 T

4. Traumatic occlusal forces
Fan & Caton 2018 link
a. Primary occlusal trauma
b. Secondary occlusal trauma
c. Orthodontic forces

5. Prostheses and tooth-related factors that modify or predispose to plaque-
induced gingival diseases/periodontitis
Ercoli & Caton 2018 link
a. Localized tooth-related factors
b. Localized dental prostheses-related factors

Tabla 3. Enfermedades sistémicas y periodontitis Imagen modificada de (11)
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1.2.1.1. Condiciones mucogingivales
Las nuevas definiciones de casos relacionadas con el tratamiento de la recesion gingival
se basan en la pérdida interproximal del vinculo clinico y también incorporan la
evaluacion de la raiz expuesta y la union del esmalte de cemento. El informe de
consenso presenta una nueva clasificacion de recesion gingival que combina parametros
clinicos que incluyen fenotipo gingival, asi como caracteristicas de la superficie
radicular expuesta. En el informe de consenso, el término biotipo periodontal se

reemplazé por fenotipo periodontal (Tabla 4) (33).

1.2.1.2. Traumatismo oclusal y fuerzas oclusales traumaticas
El trauma oclusal es un elemento crucial en el diagndstico y tratamiento clinico de la
periodontitis. El trabajo de posicionamiento aportado habia ofrecido un resumen general
de este asunto complejo en la practica clinica. Tras un debate considerable, las fuerzas
oclusales excesivas fueron rebautizadas como fuerza oclusal traumatica, recalcando su
efecto negativo sobre los tejidos de sostén periodontal y los dientes. Existe una
preocupacion creciente sobre la influencia potencial de las fuerzas ortodoncicas sobre
los tejidos periodontales (por ejemplo, recesion gingival y pérdida 6sea) y los dientes
(por ejemplo, reabsorcion radicular y estado pulpar), especialmente en tratamientos
ortodoncicos coadyuvantes en pacientes con periodontitis sin un control previo efectivo
del biofilm oral y la inflamacion periodontal. Por ello, se afiadieron las fuerzas
ortodoncicas como elemento a la clasificacion previa de trauma oclusal, compuesta por
trauma oclusal primario y trauma oclusal secundario. Las fuerzas oclusales traumaticas
pueden dar como resultado un traumatismo oclusal (la lesion) y un desgaste excesivo o
fractura de los dientes. No hay evidencia de estudios humanos que impliquen un
traumatismo oclusal en la progresion de la pérdida de insercién en la periodontitis

(Tabla 3. Enfermedades sistémicas y periodontitis Imagen modificada de (11) (34).

1.2.1.3. Factores relacionados con protesis dentales y dientes
La seccion sobre factores relacionados con protesis se amplio en la nueva clasificacion.
Se ha documentado que el estado periodontal puede ser afectado de forma significativa
por multiples factores relacionados con los dientes y las protesis. Los efectos reales
sobre el inicio/progresion de las enfermedades periodontales varian entre personas con
diferentes grados de susceptibilidad, niveles de control de placa y acceso al tratamiento
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oral/periodontal. En la clasificacion de 1999, estos factores de riesgo habian sido
enumerados como factores localizados relacionados con los dientes que modifican o
predisponen a las enfermedades gingivales/periodontitis inducidas por placa. El grupo
de trabajo evalu6 de forma cuidadosa las cuestiones y variables asociadas y propuso los
cambios necesarios en los términos y la clasificacion de estos factores locales. Merece
la pena observar que el término de uso habitual anchura bioldgica fue sustituido por
insercion de tejido supracrestal para reflejar su naturaleza histolégica para un
tratamiento oral/periodontal efectivo. La clasificacion anterior fue modificada
enumerando estos factores localizados relacionados con los dientes y los factores
localizados relacionados con las protesis dentales, respectivamente (Tabla 3.
Enfermedades sistémicas y periodontitis Imagen modificada de (11).

Por ello, la nueva clasificacion identifico tres formas diferentes de periodontitis,
basandose en su fisiopatologia:

* Periodontitis necrosante, explicada conjuntamente con las EPN.

* Periodontitis como manifestacion directa de enfermedades sistémicas, explicada en
otra seccion.

» Periodontitis, que debe ser caracterizada adicionalmente aplicando un abordaje de
clasificacion mediante estadios y grados

El estadio describe la gravedad de la enfermedad en su presentacion inicial y la
complejidad prevista del manejo de la enfermedad; adicionalmente, también se registran
la extension y distribucion de la enfermedad en la boca. El grado describe la velocidad y
el riesgo de progresion, las probabilidades de obtener un mal resultado tras el
tratamiento y su impacto sobre la salud general. La definicion de la periodontitis
también fue debatida. Se aceptd que la periodontitis se define, como caracteristica
principal, por una pérdida de soporte de los tejidos periodontales debida a inflamacién:
habitualmente se utiliza como umbral una pérdida de insercidon clinica interproximal de
>2 mm o > 3 mm en dos o mas dientes no adyacentes. Para la nueva definicion, se ha
propuesto que en el contexto de tratamiento clinico, un “caso de periodontitis” deberia
presentar: ¢ Pérdida de insercion clinica (CAL) interdentaria en dos o mas dientes no
adyacentes, o bien « CAL vestibular > 3 mm con bolsas de > 3 mm en dos o mas
dientes. Se enumeraron una serie de excepciones, para evitar situaciones en las que la
pérdida de insercion no estaba asociada a periodontitis, entre las que se incluyen:

recesion gingival por razones traumaticas, caries en la region cervical, CAL en la cara
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distal de un segundo molar (posiblemente asociada a una mal posicion o extraccion del

tercer molar), lesion endoddntica o fractura radicular vertical (35).

Staging and Grading of Periodontitis:

Periodontitis Consensus Report Framework and Proposal of a New
Papapanou, Sanz et al. 2018 Classification and Case Definition
Active link to consensus report Tonetti, Greenwell, Kornman 2018

Active link to case definitions

FORMS OF PERIODONTITIS
1. Necrotizing Periodontal Diseases
Herrera et al. 2018 link
a. Necrotizing Gingivitis
b. Necrotizing Periodontitis
¢. Necrotizing Stomatitis

2. Periodontitis as Manifestation of Systemic Diseases
Jepsen, Caton et al. 2018 Consensus Rept link Albandar et al. 2018 link
Classification of these conditions should be based on the primary
systemic disease according to the International Statistical Classification
of Diseases and Related Health Problems (ICD) codes

3. Periodontitis
Fine et al. 2018 link Needleman et al. 2018 link Billings et al. 2018 link
a. Stages: Based on Severity! and Complexity of Management?
Stage I: Initial Periodontitis
Stage Il: Moderate Periodontitis
Stage llI: Severe Periodontitis with potential for additional tooth loss
Stage IV: Severe Periodontitis with potential for loss of the dentition
b. Extent and distribution3: localized; generalized; molar-incisor distribution
c. Grades: Evidence or risk of rapid progression?, anticipated treatment
response®
i. Grade A: Slow rate of progression
ii. Grade B: Moderate rate of progression
iii. Grade C: Rapid rate of progression

! Severity: Interdental clinical attachment level (CAL) at site with greatest loss; Radiographic bone loss & tooth loss

2 Complexity of management: Probing depths, pattern of bone loss, furcation lesions, number of remaining teeth, tooth mobility, ridge defects
masticatory dysfunction

¥ Add to Stage as descriptor: localized <30% teeth, generalized > 30% teeth

*Risk of progression: direct evidence by PA radiographs or CAL loss, or indirect (bone loss/age ratio)

3 Anticipated treatment response: case phenotype, smoking, hyperglycemia

Tabla 4. Clasificacion de periodontitis segun workshop 2018 (11)

1.2.1.4. Periimplantitis
La periimplantitis se definié como una afeccion patoldgica asociada a la placa que se
presenta en el tejido que rodea los implantes dentales, caracterizada por una inflamacion
en la mucosa periimplantaria y la subsiguiente pérdida progresiva de hueso de soporte.
Se supone que la mucositis periimplantaria precede a la periimplantitis. La
periimplantitis se asocia con un mal control de la placa y con pacientes con antecedentes
de periodontitis severa. La aparicion de la periimplantitis puede producirse de forma

temprana durante la fase de seguimiento, segun los datos radiograficos. La
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periimplantitis, en ausencia de tratamiento, parece progresar en un patron no lineal y
acelerado.
1.2.15. Diagnosis

El diagnoéstico es la pérdida de inserciéon clinica (CAL) y la pérdida 6sea alveolar
evaluada radioldgicamente (ACL). Las principales caracteristicas que identifican la
periodontitis son la pérdida de soporte del tejido periodontal debido a la inflamacion es
la caracteristica principal de la periodontitis. Se usa cominmente un umbral de CAL de
>2 mm o >3 mm a >2 dientes no adyacentes. Se confirma la presencia de pérdida de
tejido interproximal a través de evaluaciones radiograficas de la pérdida Osea. Las
descripciones clinicamente significativas de periodontitis deben incluir la proporcion de
sitios que sangran al sondar, y el nimero y la proporcién de dientes con profundidad de
sondaje sobre ciertos umbrales (cominmente >4 mm y >6 mm) y de dientes con CAL

de >3 mmy > 5 mm (14).

Figura 7. Encia sana y enferma Imagen tomada de (36)

¢Cbémo definimos a un paciente como un caso de periodontitis? En el contexto de la
atencion clinica, un paciente es un "caso de periodontitis” si: 1. La CAL interdental se
puede detectar en >2 dientes no adyacentes, o 2. La CAL bucal u oral de >3 mm con
bolsas >3 mm se puede detectar en > 2 dientes, pero la CAL observada no puede
atribuirse a causas no relacionadas con periodontitis, tales como: 1) recesion gingival de
origen traumatico; 2) caries dental que se extiende en el &rea cervical del diente; 3) la
presencia de CAL en la cara distal de un segundo molar y asociada con una mala
posicion o extraccion de un tercer molar, 4) una lesion endoddntica que drena a través
del periodonto marginal; y 5) la ocurrencia de una fractura de raiz vertical. Es
importante tener en cuenta: Algunas afecciones clinicas distintas de la periodontitis se

presentan con pérdida de insercion clinica. Las definiciones de periodontitis basadas en
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la pérdida 6sea radiografica marginal sufren graves limitaciones, ya que no son lo
suficientemente especificas y no detectan la periodontitis leve a moderada (27).

Las enfermedades gingivales y periodontales estan catalogadas entre las afecciones mas
comunes del género humano, la gingivitis afecta aproximadamente el 80% de la
poblacion y mas del 70% de la poblacion adulta ha padecido de gingivitis, periodontitis
0 ambas. En torno al 90% de la poblacion espafiola mayor de 35 afios presenta
enfermedad periodontal en algun grado. El termino enfermedades periodontales engloba
a los procesos patoldgicos que afectan a los tejidos de soporte de los dientes, desde la
inflamacion de la encia (gingivitis) hasta su extension hacia el ligamento periodontal y
el hueso adyacente, dando lugar a la aparicion de bolsas periodontales y provocando una
perdida désea y de insercidon progresiva (periodontitis). La periodontitis es un proceso
inflamatorio de los tejidos de soporte del diente en el cual se produce una migracion
hacia la region apical de los tejidos de insercion de los dientes y una pérdida del hueso y
del ligamento periodontales interrumpiéndose su union al cemento.

A medida que la enfermedad avanza, la retraccion de las encias produce que los dientes
se vuelvan mdviles o "sueltos" pudiendo requerir que sean extraidos (37).

Se trata de desordenes multifactoriales, congénitos o adquiridos de los tejidos de soporte
del diente (38) pueden tener un origen inflamatorio, traumatico, neoplasico, genético o
metabolico. Sin embargo y generalmente, el término enfermedad periodontal recoge
inflamaciones (gingivitis y periodontitis) debidas a infecciones producidas por varios
microorganismos. La gingivitis y la periodontitis son enfermedades infecciosas que
afectan con frecuencia a la poblacion y la enfermedad periodontal es una de las
principales causas de pérdida dentaria. En la periodontitis, no sélo hay inflamacion, sino
que se produce también una destruccion de los tejidos conectivos de soporte del diente o
periodonto. La periodontitis se diferencia de la gingivitis porque la inflamacion de los
tejidos de soporte del diente produce cambios destructivos progresivos que suelen
conducir a la pérdida del hueso y del ligamento periodontal. Esto Ultimo ocurre por una
extension del proceso inmuno-inflamatorio desde la encia al hueso adyacente y al
ligamento (39) (40).

La enfermedad puede ser ciclica si no se trata con eficacia y en tiempo. El seguir
teniendo una mala higiene bucal después del tratamiento puede producir con el tiempo
la degeneracion completa del tejido conectivo y la pérdida de dientes (41). Existen

muchos sintomas de la presencia de una enfermedad periodontal:
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« Sangrado de las encias al cepillarse los dientes.

o Encias rojas, inflamadas y dolorosas

« Encias separadas del hueso.

« Halitosis persistente.

e Pusentre los dientes y en las encias.

o Dientes sueltos o que se estén separando.

e Cambios en la mordida.

o Cambios en la adaptacion de las dentaduras parciales.

e Aparicion de oquedades (“agujeros negros” o Black holes).

A pesar de estos sintomas la mayoria de la gente puede tener una enfermedad
periodontal sin notar ninguno de ellos y por eso frecuentemente puede pasar
inadvertida.

La retraccion gingival puede deberse a causas naturales como por ejemplo un exceso de
cepillado, presencia de placa bacteriana, uso de proétesis, bruxismo, envejecimiento, etc.
Aunque la placa es la causa principal de la enfermedad periodontal, existen otros
factores que pueden afectar la salud de las encias. El estilo de vida, la dieta y habitos
como fumar, definitivamente afectan la salud bucal. Una dieta de bajo contenido
nutritivo o el estrés disminuyen las defensas normales del cuerpo para combatir
cualquier infeccion. Las personas que fuman o mascan tabaco con regularidad presentan
mas irritacion de encias que los no fumadores.

La retraccion puede producirse por causas exdgenas como es el caso de la toxicidad
celular que se deriva del tratamiento intensivo del cancer, las etapas mas avanzadas de
enfermedades que afectan el sistema inmunoldgico tales como leucemia y SIDA, las
diabetes no controladas en las cuales el organismo tiene mayor predisposicion a
infecciones y a cicatrizar peor o también puede ser debida a los cambios hormonales
durante el embarazo.

Se ha demostrado que la gingivitis no progresa necesariamente a periodontitis como se
pensaba anteriormente, pero la periodontitis puede frecuentemente producirse sin
ningun signo clinico de la gingivitis (es decir, enrojecimiento, inflamacion y sangrado
de las encias)

La demanda de los pacientes para la obtencidn de resultados estéticamente agradables
después de una retraccion gingival presenta importantes desafios para los dentistas.
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Cuando hablamos de estética aplicada a las encias, los aspectos a cumplir han sido
definidos por figuras clave de la odontologia siguiendo los siguientes criterios:

e De color rosa palido

e Ligero punteado

e Arcada dental simétrica

e Primeray tercera arcadas misma altura

e Segundo arcadas mas pequefias

e Aumento a medida que avanza hacia atras / arriba
La presencia de oquedades en el triangulo interdental, también conocido como
"blackholes™ (agujeros negros), tiene un significativo efecto negativo en la estética de
las encias y es uno de los aspectos primordiales a la hora de tratar el retraimiento de las

encias.
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1.3. TRATAMIENTO HASTA LA ACTUALIDAD
A pesar de que estas enfermedades bucodentales van disminuyendo muy lentamente con
respecto a décadas anteriores, es posible reducir simultaneamente la carga de
enfermedades bucodentales y la de otras enfermedades crénicas si se abordan los
factores de riesgo comunes, como el consumo de tabaco y una dieta desequilibrada. la
reduccién de la ingesta de azucares simples y una alimentacion adecuadamente
balanceada previenen la caries dental y la pérdida prematura de los dientes. Una vez
instaurada la enfermedad perdiodontal, el objetivo principal es controlar el dolor y al
inflamacion con los analgésicos y antiinflamatorios, combinandolos con antisepticos, si
ello no fuera suficiente se recurre al tratamiento antibacteriano sistémico, aunque
siempre manteniendo el desbridamiento mecanico o la desestructuracién del biofilm por

medios fisicos.

1.3.1. Antisépticos
Los antisépticos y desinfectantes son agentes que inhiben el desarrollo o destruyen
microorganismos por contacto. Un buen antiséptico o un buen desinfectante debe ser
quimicamente estable, economico, no tefiir, tener color y olor agradables, ser
microbicida y no solo inhibitorio, destruir las esporas, ser activo contra todos los
patégenos, requerir un tiempo de exposicion breve, no ser irritante para los tejidos y
debe ser facilmente eliminado. Se emplean para el tratamiento de conductos, prevencién
y tratamiento de la placa dental y la enfermedad periodontal, tratamiento de gingivitis,
aftas y otras afecciones bucales infecciosas, preparacion preoperatoria de la mucosa
bucal por reduccion de la concentracion bacteriana y disminucién de la infeccion local y

a distancia y como componentes de ciertos dentifricos.

1.3.2. Antibacterianos
Los antibidticos son eficaces pero no se deben usar como medida preventiva, ya que
incrementan los niveles de resistencia y deben emplearse con indicaciones muy
precisas. El uso de antimicrobianos sistémicos puede mejorar los resultados clinicos y
microbiologicos tras el tratamiento mecanico periodontal. Los betalactamicos son, sen
con diferencia, los antibidticos méas utilizados en odontologia. Estan indicados en el
tratamiento de las infecciones bacterianas orales, particularmente las de origen

odontogénico. El farmaco mas usado es la Amoxicilina. Entre las cefalosporinas se
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encuentran la cefalexina, cefadroxilo, cefazolina, cefuroxima. Por su parte los
macrolidos que se utilizan habitualmente en odontologia son eritromicina, espiramicina,

azitromicina, claritromicina (42).

1.3.3. Analgésicos y antiinflamatorios
Los farmacos con efecto sobre el dolor y la inflamacion son de uso comun en
odontologia. El paracetamol es un analgésico sin efecto antiinflamatorio ni actividad
antiagregante plaquetaria, lo que le convierte en el analgésico de uso preferente y muy
comun en odontologia, ya que los AINE convencionales tienden a incrementar el riesgo
de prolongacion del sangrado en las intervenciones odontoldgicas. En cuadros de dolor
intenso se puede recurrir a analgésicos opioides de actividad intermedia., como codeina,
tramadol o a AINE, cuando no existen condiciones hemorrégicas. Los corticosteroides

son ampliamente empleados como inmunosupresores 0 como antiinflamatorios (36).

1.3.4. Terapia periodontal regenerativa
Comprende técnicas especialmente disefiadas para restaurar aquellas partes de las
estructuras de soporte de los dientes que se han perdido debido a periodontitis o trauma
gingival. La denudacién de una superficie radicular con una sensibilidad radicular
resultante representa una indicacién adicional para aplicar la terapia periodontal
regenerativa y lograr tanto la reduccién de la sensibilidad radicular como la mejora de la
estética. La terapia y el mantenimiento periodontales profesionales, combinados con el
control de los factores de riesgo, muestran una reduccion efectiva de la progresion de la
enfermedad periodontal. Sin embargo, a diferencia de los enfoques convencionales de la
terapia periodontal antiinflamatoria, los procedimientos regenerativos dirigidos a
reparar los tejidos periodontales perdidos, incluidos el hueso alveolar, el ligamento

periodontal y el cemento radicular, siguen siendo mas dificiles (43) (33).

En general, sin embargo, se muestra que el resultado clinico de las técnicas de
regeneracion periodontal depende de 1) factores asociados con el paciente como el
control de la placa, los habitos de fumar, la infeccion periodontal residual o la
exposicion a la membrana en los procedimientos de regeneracion tisular guiada, 2) los

efectos de las fuerzas oclusales que ejercen cargas intermitentes en dimensiones axiales
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y transversales, asi como 3) factores asociados con las habilidades clinicas del operador,

como la falta de cierre primario de la herida quirdrgica (44).

1.3.5. Bio-modificacion de la superficie de la raiz del diente
En los ultimos afios, se ha introducido la bio-modificacion de la superficie de la raiz con
proteinas de la matriz del esmalte durante la cirugia periodontal y después de la
desmineralizacion con etileno-diamina-tetra-acido acético (EDTA) para promover la
regeneracion periodontal. Hasta ahora, los derivados de la matriz de esmalte solos o en
combinacion con injertos han demostrado su potencial para tratar eficazmente los

defectos intradseos y los resultados clinicos parecen ser estables a largo plazo (45).
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1.4. ACIDO HIALURONICO
El tejido conectivo periodontal contiene estructuras fibrilares como el colageno, fibras
elasticas y reticulares en una matriz amorfa de glucosaminoglicanos.
El &cido hialtronico (HA) es un glicosaminoglicano con una estructura que varia entre
2-10000 disacaridos y un peso molecular inferior o igual a 106 Da (46). EI HA es un
componente del tejido conectivo y se detectd por primera vez su presencia en las encias
en 1981 (47) (48). Ha sido estudiado como un marcador de la inflamacion en el fluido
crevicular de las encias (49) y como un factor significativo en el crecimiento desarrollo
y reparacion de tejidos.
Es el mas abundante glucosaminoglicano de alto peso molecular de la matriz
extracelular del tejido blando periodontal.
Es un componente esencial del ligamento periodontal y juega un papel importante en la
adhesion, migracion y diferenciacion celular. Ademéas su gran tamafio y su carga
negativa permite la absorcion de grandes cuantidades de agua confiriendo hidratacion a
los tejidos esta funcion ejerce la amortiguacion de la fuerza de mordida en el ligamento
periodontal. También tiene efecto bacteriostatico y antiinflamatorio. Juega un papel
importante en las heridas cronicas durante las etapas asociadas al proceso de
cicatrizacion de la herida en los tejidos periodontales tanto mineralizados como no
mineralizados. Estas propiedades hacen que se utilice el HA tanto en medicina como en
odontologia, para regenerar articulaciones y tejidos dafiados, asi como estimular el
proceso antiinflamatorio de diferentes tipos de lesiones. Por otra parte la destruccion
causada por las enfermedades o la desinflamacion de las encias debida al tratamiento de
éstas, o los implantes dentales crean los triangulos negros los cuales son unos espacios
entre los dientes que aparecen como consecuencia de la pérdida parcial o total de encia.
Normalmente estos espacios estan rellenos por la papila interdental y son un elemento
muy importante de una sonrisa agradable y natural. La aparicion de estos triangulos
negros puede afectar la estética, el habla y crear sensibilidad dental.
Hay estudios (50) que demuestran los efectos beneficiosos de la aplicacion topica del
HA en el tratamiento de la gingivitis, reduciendo el indice de sangrado. Pocos estudios
se han realizado valorando es efecto de la aplicacion de HA despues del raspado y
alisado radicular (SRP) en el tratamiento no quirargico de la periodontitis. Algunos
autores (51) demuestran mejorias en el indice de sangrado, pero no en las variables
periodontales de enfermedad. Sin embargo (52) confirman la mejoria en la profundidad
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de sondaje de las bolsas periodontales tratadas. Por lo tanto seria un producto muy
especifico como coadyuvante en el tratamiento no quirdrgico (SRP) de la periodontitis,
mejorando los resultados en cuanto a inflamaciéon y cicatrizacion de los tejidos
periodontales (53).

Durante los tltimos afios se ha notado un interés creciente en el &mbito mundial, sobre
las investigaciones en el campo de las sustancias poliméricas a partir de fuentes
naturales. En la industria médico-farmacéutica y cosmética, muchos de estos
compuestos tienen numerosas aplicaciones tanto como sustancias auxiliares en la
elaboracion de diferentes medicamentos, asi como también desde el punto de vista
terapéutico. Entre estos materiales poliméricos se encuentra el acido hialuronico (HA) y
otros polisacaridos que conforman una gran familia de biomateriales conocidos como
glucosaminoglicanos (GAGs). El HA es por su naturaleza un carbohidrato no reductor y
forma parte de la matriz extracelular del tejido conectivo. Es un heteropolisacarido de
elevada masa molar (M) formado por unidades de acido glucurénico y N-
acetilglucosamina, constituido por una unidad repetitiva [-4)-B-D-glucuronopiranosil-
B(1—3)-2-acetamido-2-dexosi-Dglucopiranosido.

Su unidad estructural fue definida por Weissman y Meyer (1954) y esta constituida por
el &cido D-glucurdnico y la N-acetilglucosamina unidas en una estructura dimérica

formada por enlaces B-(1— 3) y B-(1— 4)

Acido Hialurénico: polimero lineal constituido por unidades
estructurales disacaridas.

COOH CHZOH COOH
0 0
0 (0] 0
OH
HO o
"“H OH rrH
CO-CH, CO-CH,

Figura 8. Estructura general de la unidad dimérica del acido hialurdnico en la
gue se observa al &cido glucurdnico enlazado a la N-acetilglucosamina
mediante enlace B-(1—3) y esta unidad dimérica no reductora a la otra

unidad mediante enlace p-(1—4) (54)
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Su masa molar puede llegar a valores en el orden de 1x10” g. mol -launque se han
encontrado fracciones de 3x10* hasta 5x10* g. mol -1 de interés terapéutico. La masa
molar sin embargo, puede variar segun el procedimiento de aislamiento y purificacion.
En afios recientes se presenta un método de obtencién de fracciones hasta 5x10° g.moL™
con un bajo indice de polidispersion, basado en el tratamiento combinado del HA de
elevada masa molar con ultrasonido y con el empleo de hipoclorito de sodio o el uso de
impelentes con esfuerzo cortante, que mediante degradacién mecanica puede reducirlo
hasta 5x10° g.moL ™.

1.4.1. Sintesis del &cido hialuronico
El &cido hialurdnico es un polimero sintetizado biolégicamente por células en el cuerpo
mediante procesos enziméticos, continuos y altamente controlados. El acido hialurénico
es producido y secretado por los fibroblastos (células del tejido conectivo), los
queratinocitos (células predominantes de la epidermis) o los condrocitos (células que se
encuentran en el cartilago). Es por esto que en tejidos como la piel y el cartilago, el

acido hialurénico se encuentra en grandes cantidades (55).

Este polimero es sintetizado naturalmente por las acido hialurénico sintetasas. Se han
identificado tres acido hialuronico sintetasas transmembranales responsables de la
produccion del &cido hialurdnico. Estas enzimas sintetizan las cadenas largas y lineales
de polimeros de estructuras repetidas de disacéridos del acido hialurénico alternando la
adicion del &cido glucurénico y la N-acetilglucosamina en la cadena utilizando azUcares
nucleotidos activados (acido UDP-glucurdnico y UDP N-acetilglucosamina) como
sustratos. Estas sintetasas se expresan durante la embriogénesis, en los procesos de
respuesta frente a una herida, en la transformacion neoplésica de tejidos y que pueden
producir cadenas de acido hialuronico de diferente longitud. Para la sintesis de acido
hialurénico, se adicionan monosacéridos a la cadena alterando la adicion de acido

glucuronico y N-acetilglucosamina en el extremo reductor de la cadena (56).

1.4.2. Degradacion del acido hialurénico
La degradacion del &cido hialuronico puede ocurrir por medio de reacciones
enzimaticas y no enziméaticas. Cuando la degradacion ocurre por reacciones

enzimaticas, el acido hialuronico es degradado por las hialuronidasas las cuales son
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glicosilhidrolasas que se encuentran tanto en procariotas como eucariotas. Existen tres
tipos de enzimas que intervienen en la degradacion del &cido hialurénico: la
hialuronidasa, B-D-glucuronidasa y la and f—N-acetil-hexosaminidasa. La hialuronidasa
escinde el &cido hialurénico de alto peso molecular en fragmentos pequefios, mientras
que las otras enzimas degradan los fragmentos removiendo los azucares terminales no
reductores. Las enzimas varian en propiedades, tamafio, mecanismos -cataliticos,
especificidad en diferentes sustratos, afinidad con inhibidores y su dependencia del pH
(46).

La degradacion del &cido hialurénico también puede ocurrir por mecanismos no
enzimaticos como la hidrélisis acida (degradando el fragmento del acido glucurénico) o
alcalina (degradando el fragmento del N-acetilglucosamina), la degradacion ultrasonica,
por estrés térmico o por medio de agentes oxidantes (57). Existen dos vias en el cuerpo
que estdn comprometidas con el catabolismo: internalizacion y degradacion dentro de
los tejidos, y su liberacién desde la matriz, drenaje en el sistema vascular y el

aclaramiento en los ganglios linfaticos, el higado y el rifion.
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1.5. FACTOR DE CRECIMIENTO EPIDERMICO
Los factores de crecimiento tienen un papel muy importante en las funciones
madurativas, metabdlicas y reparativas en las células. Forman parte del grupo de las
citoquinas y actuan como mediadores endogenos intercelulares frente a diferentes
estimulos provocando el desarrollo de las células mediante receptores especificos que
reciben y transmiten sefiales para regular el crecimiento, la proliferacion y el
metabolismo de las células. Los factores de crecimiento son esenciales para el
mantenimiento de las funciones cutaneas. La remodelacion extracelular de la matriz de

la piel es una de sus funciones mas importantes (58).

Entre los factores de crecimiento se encuentra el factor de crecimiento epidérmico, el
cual es un polipéptido de 53 aminoécidos formado por una sola cadena con un peso
molecular de 6025 Da. Estimula el RNA mensajero, el DNA y la sintesis de proteinas en

muchas células.

1.5.1. Historia del EGF

factores de crecimiento con el descubrimiento del factor de crecimiento nervioso
(proteina que promueve la diferenciacién, crecimiento y supervivencia de muchas
poblaciones de neuronas periféricas y del sistema nervioso central durante el desarrollo
y la vida adulta). En 1953, Dr. Stanley Cohen se uni6 al grupo de investigacion de Rita
Levi-Montalcini y comenz6 a trabajar con el factor de crecimiento nervioso y el
aislamiento de factores de crecimiento en la glandula salival (59).

Durante estos estudios, se observé que ratones recién nacidos tratados con extracto de la
glandula salival se desarrollaron méas rapido que el grupo control. Esta observacion llevé
a pensar que los extractos de glandula salival contenian sustancias que promueven el
crecimiento. Investigaciones posteriores en el grupo de Cohen llevaron al aislamiento
del factor de crecimiento epidérmico a partir de las glandulas submandibulares murinas..
Con los trabajos de Rita Levi-Montalcini y de Stanley Cohen, se descubrié que las
células comienzan a reproducirse cuando reciben una orden para hacerlo y esta orden es
transmitida por los factores de crecimiento. Ambos investigadores comprobaron que
estas sustancias actlian gracias a unos receptores de la membrana celular que catalizan la

fosforilacion de las proteinas, las cuales provocan la produccion de ADN, dando lugar al
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proceso de la division celular. Mediante estudios realizados con ratones se evidencio
que el factor de crecimiento epidérmico es una sustancia capaz de acelerar el
crecimiento y se le llamo asi por su habilidad de estimular la proliferacion de células

epidérmicas murinas y de las células epiteliales de la cornea (60).

1.5.2. Propiedades del EGF

El factor de crecimiento epidérmico es un polipéptido de 53 aminoacidos con 6 residuos
de cisteina que forman tres uniones disulfurointramoleculares esenciales para su
actividad biolégica como factor de crecimiento.

Luego de haber aislado el factor de crecimiento epidérmico, se siguieron realizando
estudios para descubrir mas propiedades bioldgicas y fisioldgicas de éste. Se encontrd
que ademas de la glandula salival, este factor de crecimiento esta en varios extractos de
tejido y fluidos corporales (fluido amnidtico, leche, saliva, contenido gastrico y
duodenal, jugo pancredtico, bilis y orina). El factor de crecimiento favorece la
mitogénesis, el desarrollo y la implantacién en diferentes especies mamiferas; también
participa en el desarrollo embrionario y en la morfogénesis de muchos 6rganos como el
cerebro, el tracto reproductivo, la piel y el tracto gastrointestinal. Ademas el factor de
crecimiento epidérmico esta implicado en la regeneracion y citoproteccion epitelial,
trofismo tisular, la regulacion de la supervivencia celular, la funcion cardiaca y acelera
la curacion de heridas. Los factores que influyen sobre sus efectos in vivo son la
magnitud de su produccién, su vida media, la distribucién corporal y la presencia de
inhibidores naturales (61).

Este factor de crecimiento se distribuye ampliamente en secreciones tisulares y fluidos y
actla a través de su afinidad con su receptor (receptor del factor de crecimiento
epidérmico) induciendo la actividad de la tirosin-quinasa que inicia una cascada que
resulta en una larga sucesion de cambios bioguimicos en toda la célula. Estos cambios
bioquimicos se reflejan a nivel cutaneo promoviendo la proliferacién de los
queratindcitos, aumentando su adhesividad y movilidad, activando la funcion del
fibroblasto, aumentando la produccién de colageno, acido hialurénico y elastina de la

matriz intercelular e induciendo angiogénesis.
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Figura 9. Propiedades del factor de crecimiento epidérmico (62)

El receptor del factor de crecimiento epidérmico esta constituido por tres segmentos o
dominios: un dominio extracelular formado por 621 aminoacidos, un dominio
transmembrana compuesto por 23 amino&cidos que anclan al receptor a la membrana y
un dominio intracelular que contiene 542 aminoacidos y posee una porcion con
actividad enzimatica capaz de introducir grupos fosfatos en otras proteinas y 4 sitios en

gue puede también ser fosforilada: una treoninay tres tirosinas (63).

1.5.3. Mecanismo de accion del EGF
En general los factores de crecimiento actdan inicialmente en el medio extracelular,
uniéndose a receptores especificos de membrana que desencadenan complejas
modificaciones de la maquinaria intracelular que acaban alterando la transcripcién de
determinados genes que activan el avance del ciclo. Los factores de crecimiento regulan
el crecimiento de la célula de diferentes maneras: pueden facilitar la union de otro factor
diferente a su receptor, modificar el nimero de receptores para si mismo o para otros
factores o pueden modificar la sintesis y secrecion de otro factor de crecimiento
diferente. Por lo tanto, el efecto de un factor de crecimiento sobre la proliferacion
celular no solo depende de su accion directa sobre las proteinas intracelulares que
regulan el crecimiento y la proliferacion de la célula, sino también de las interacciones

que existen entre los diferentes factores de crecimiento (64).

Los factores de crecimiento actlan como primeros mensajeros a través de la via de
transduccion de sefiales. En este proceso el ligando se une a un receptor de superficie de

membrana especifico que se encarga de transmitir la sefial al interior celular y provocar
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reacciones en cadena moleculares intracelulares. Estas sefiales se transmiten a través de
una escalera de moléculas que son activadas y desactivadas en forma secuencial para
provocar una respuesta celular. Es aqui cuando el factor de crecimiento epidérmico
comienza a realizar su funcién mitogénica. Estos receptores son del tipo tirosin-quinasa
y poseen un dominio externo fijador de ligandos, un dominio de anclaje transmembrana
y un dominio interno que transmite las sefiales a la célula. Poseen especificidad en dos
sentidos: tienen muy alta afinidad de union por su ligando y se distribuyen por tejidos
que estan influenciados por la sustancia peptidica especifica.

Growth factor

Flasma

membrane -
Tyrosine

Signal krase activity
transduction .
to nucieus

Nucleus

: Gene activation

DNISION

Figura 10. Mecanismo de accion de los factores de crecimiento

El factor de crecimiento epidérmico hace parte de un complejo de factores de
crecimiento y receptores que ayudan a modular el crecimiento de las células. Es
liberado por células y captado por la misma célula que lo liberé para estimular su propio
crecimiento, o por células vecinas estimulando su capacidad para dividirse. El receptor
del factor de crecimiento epidérmico se encuentra en la dermis, epidermis y pelo y tiene
la capacidad de unirse en su superficie con la proteina, activandose al formar dimeros
con otros receptores para liberar sefiales al interior de la célula. Este receptor se
encuentra en la membrana celular y estd compuesto por una cadena sencilla con una
porcion en la parte externa para recibir mensajes y otra porcién en la parte interna para
liberar los mensajes en la célula. La parte externa es la porcion que se une a la proteina
y estd compuesta por cuatro partes articuladas que se encargan de atrapar a la proteina y
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rigidizarlas por medio de los aminoacidos de cisteina. Cuando la proteina se une a la
porcion externa del receptor, la forma de éste cambia y comienza a liberar secciones
ricas en cisteina lo cual permite que el receptor forme dimeros con otros receptores. La
parte interna del receptor es una enzima tirosin-quinasa y cuando el receptor forma el
dimero, las quinasas adicionan grupos fosfato a los residuos de tirosina de la cadena
vecina activando el receptor. Las proteinas de sefializacion que estan dentro de la célula
se unen a estas nuevas tirosinas fosforiladas iniciando la cascada de sefializacion que a

su vez inicia la sintesis de DNA 'y de crecimiento celular (65).
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Figura 11. Receptor del Factor de Crecimiento Epidérmico

1.5.4. Aplicaciones del EGF
Desde hace algunos afios se estan realizando estudios experimentales clinicos que se
centran en las propiedades cicatriciales de los diferentes factores de crecimiento. Dentro
de estos estudios, se ha visto que la piel tiene la capacidad de expresar una gran
variedad de factores de crecimiento e importantes receptores para éstos. Se ha visto la
importancia del factor de crecimiento epidérmico al intervenir en el crecimiento del
epitelio hacia la superficie de la herida. Un péptido similar al factor de crecimiento
epidérmico es el factor de crecimiento transformante-alfa (TGF-alfa) que es expresado
por los queratinocitos epidérmicos y también por otros epitelios como los de la mucosa
oral, glandula mamaria y gastrointestinal. Este factor tiene acciones similares, ya que

incluso ambos se ligan y se unen al mismo receptor, no solo de los queratinocitos, sino
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también de las células de los apéndices epiteliales, musculo liso y otros tipos de células
mesenquimales (66). El factor de crecimiento actlia sobre humerosos organos Yy tejidos:
0jos, mamas, tracto gastrointestinal, higado, rifién, nervios periféricos, y piel. Uno de
los campos de estudio mas llamativos del factor de crecimiento epidérmico, es su efecto
topico sobre la reparacion tisular en casos de quemaduras y heridas; numerosos estudios
han demostrado la capacidad de regeneracién celular de este factor de crecimiento.
Gracias a sus importantes propiedades, el factor de crecimiento epidérmico tiene
diferentes campos de aplicacion como la dermatologia, traumatologia, cirugia pléstica,
entre otros (67). Se ha visto que regula la funcion celular en los cambios producidos por
los queratinocitos, lo que contribuye a la renovacién y reparacion epidérmica; aumenta
la consistencia elastica de la piel y su hidratacion por el aumento de acido hialurénico
de la matriz intercelular al activar la funcion del fibroblasto; indirectamente tiene
accion antioxidante al incrementar la enzima superoxido de dismutasa; activa los
sistemas de membrana calcio dependientes mejorando el sistema de transporte de
macromoléculas e iones al interior celular (68). Una amplia variedad de células
mesenquimales (MSC) normalmente expresan el receptor del factor de crecimiento
epidérmico (EGFR). La evidencia emergente sugiere que EGF funciona como un
potenciador de la mineralizacién durante la diferenciacion de MSC derivadas de la
médula ésea. EGF desempefia un potencial papel en la diferenciacion osteogénica de las
células madre de pulpa dental (DPSC) porque es capaz de aumentar la mineralizacion de
la matriz extracelular. Una baja concentracién de EGF (10 ng / ml) es suficiente para

inducir cambios morfologicos y fenotipicos (69).

1.5.5. EGF en tejidos periodontales
El epitelio oral es una barrera protectora critica para la infeccion por microbios
patogenos. Se mantiene la funcion barrera del epitelio a través de ciclos de proliferacion
y diferenciacion celular por los cuales las células epiteliales se retiran periodicamente
del ciclo celular y terminalmente diferenciarse a medida que migran hacia la superficie
del epitelio (70). Sefializacion por receptores del factor de crecimiento, incluido el
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF) es importante para mantener el
equilibrio homeostatico entre la proliferacion y diferenciacion de células epiteliales
orales (68). También contribuyen a la funcion de barrera al producir péptidos
antimicrobianos (71). Por ejemplo, las B-defensinas humanas, hBD1 y hBD2, que se
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expresan diferenciando células epiteliales en-las capas suprabasales del epitelio gingival
son activas contra un rango de bacterias y hongos (72). Las células epiteliales orales
también median la defensa del huésped al desencadenar inflamacion en respuesta a los
patdgenos microbianos. Esto se logra a través de la activacién de receptores de
reconocimiento de patdgenos (PRR), que incluyen Receptores tipo Toll (TLR) y
receptores activados por proteasas (PAR) (72). Las quimiocinas son importantes
mediadores de las respuestas inflamatorias activadas por los PRR. Interleucina 8 (IL - 8)
y quimiocina (motivo C-X-C) ligando 1 (CXCL1) estimulan reclutamiento de
neutrofilos, mientras que la quimiocina (motivo C-C) ligando 2 (CCL2) estimula el
reclutamiento de monocitos y macréfagos. Estas células inmunes innatas pueden
amplificar la respuesta inmune produciendo quimiocinas adicionales, incluidos CCL5 y
CXCL10, que reclutan células inmunes adaptativas, tales como los linfocitos (73). Es
importante destacar la expresion de las quimiocinas por epitelio las células también
estan reguladas por otros receptores, incluido el receptor EGF. En consecuencia, la
sefializacion de multiples receptores las vias contribuyen a la expresion coordinada de
quimiocinas por células epiteliales. Ademas de estimular el reclutamiento de células
inmunes, algunos tienen actividades antimicrobianas directas. CCL20 y CCL28, por
ejemplo, han demostrado tener actividad antimicrobiana contra una amplia gama de
agentes patdgenos, que incluyen Bacterias Gram-negativas y Gram-positivas, asi como
hongos. Una caracteristica comin de las quimiocinas con actividad antimicrobiana
parece ser la presencia de un gran parche electrostatico de superficie cargado
positivamente, que induce la lisis de las membranas celulares, lo que resulta en la
muerte celular microbiana. La Porphyromonas gingivalis es un patégeno clave en la
periodontitis cronica, una enfermedad inflamatoria donde la desregulacion del huésped
y la inflamacién causa la descomposicion de los tejidos periodontales (74). P.
gingivalis, que coloniza el exterior de las capas de una biopelicula subgingival
polimicrobiana, expresa factores de virulencia que le permiten subvertir la respuesta
inmune del huésped. En particular, las proteasas de gingipaina (Kgp y RgpA / B)
pueden degradar las citocinas y quimiocinas (por ejemplo, IL-6 e IL-8), asi como
péptidos antimicrobianos (p. ¢j., PB-defensinas) (75). Las proteasas de gingipaina
también pueden desregular respuesta inmune estimulando la sefializacién cruzada entre
TLR, quimiocinas receptores y receptores del complemento. Es importante destacar que

la desregulacién de la respuesta inmune también interrumpe la homeostasis que
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normalmente existe entre el huésped y la biopelicula subgingival, lo que resulta en la
disbiosis de la biopelicula y el desarrollo de periodontitis cronica (76). La sefializacion
por los receptores del factor de crecimiento, incluido el receptor del factor de
crecimiento epidérmico (EGF), es importante para mantener el equilibrio homeostatico
entre la proliferacion y diferenciacion de las células epiteliales (68). Las células
epiteliales orales también contribuyen a la funcion de barrera al producir péptidos
antimicrobianos (77). Porphyromonas gingivalis es un patégeno clave en la
periodontitis cronica, una enfermedad inflamatoria en la que la desregulacion de la
inflamacion del huésped causa la degradacion de los tejidos periodontales (78). La
respuesta inflamatoria iniciada en el epitelio oral es importante para establecer la
defensa del huésped contra la infeccion por P. gingivalis. Se estudié recientemente que
la expresion del gen CXCL14 en queratinocitos epidérmicos estd inhibida por la
sefializacion de EGF. Ademas, se ha demostrado que P. gingivalis antagoniza la
sefializacion de EGF en fibroblastos epidérmicos (79). EGF regula la expresion de
CXCL14 en células OKF6 (células epiteliales orales). Se encontrd que la sefializacion
inducida por EGF reprime transcripcionalmente la expresion de CXCL14, y por lo
tanto, la degradacion mediada por Gingipain proteasa de EGF es probablemente
importante para la estimulacién de la expresion de CXCL14 por P. gingivalis. Ademas,
los datos indican que CXCL14 puede matar directamente Streptococcus sp oral. Sin
embargo, P. gingivalis no fue susceptible de ser destruido por CXCL14, probablemente
porque puede degradar proteoliticamente CXCL14. En consecuencia, la estimulacién de
la expresion de CXCL14 desregulada por P. gingivalis podria promover la disbiosis. La
estimulacion de la expresion de CXCL14 por P. gingivalis también implica la
degradacion mediada por gingipaina proteasa del factor de crecimiento epidérmico
(EGF), que alivia la represién transcripcional de CXCL14 por la via MEK-ERK1 / 2
(72).
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1.6. ELETROPORACION
Durante los dltimos afios los cientificos han desarrollado técnicas que facilitan la
absorcién mediante la perturbacion de la funcion barrera de la piel de forma reversible,
todo ello sin fractura ni irritacion y sin afectar a la salud de la piel. Dentro de estas
técnicas han alcanzado cierto éxito la eletroporacion. Este procedimiento aparece por
primera vez en el campo de la biologia molecular como forma de introduccién de
diferentes sustancias en células, como por ejemplo sondas moleculares, un farmaco que
puede cambiar las funciones celulares o un fragmento de DNA codificante. Se basa en
un significativo aumento de la conductividad eléctrica y la permeabilidad de la
membrana plasmatica celular causado por un campo eléctrico aplicado externamente.
Cuando el voltaje que atraviesa una membrana plasmatica excede su rigidez dieléctrica
se forman poros. Si controlamos la fuerza del campo eléctrico aplicado y/o la duracion
de la exposicion al mismo, los poros formados por el pulso eléctrico se sellan tras un
corto periodo de tiempo, durante el cual los compuestos extracelulares tienen la
oportunidad de entrar a la célula. A través de pulsos de alto voltaje, se ocasiona una
perturbacion de la capa fosfolipidica de las membranas celulares (80). Los pulsos
eléctricos provocan un potencial transmembrana entre 0.5-1 V, con una duracion entre
10 microsegundos y 10 milisegundos, estos pulsos estan condicionados por la
modalidad de la onda (cuadrada y/o exponencial), el voltaje aplicado (50-1500 V) vy el
intervalo entre pulsos (segundos o minutos). Los modelos tedricos que explican estos
cambios en las propiedades de las membranas asociados con la aplicaciéon de pulsos
eléctricos de alto voltaje, indican también la creacion de poros o rutas acuosas. En
biologia molecular, la electroporacion se ha usado habitualmente para la transformacion
de bacterias, levaduras y protoplastos vegetales. Las bacterias poseen una pared celular
compuesta de péptidoglicanos y sus derivados, ademas de la membrana lipidica presente
en todas las celulas. Esta pared celular es porosa por naturaleza y su mision es la de
actuar como barrera protectora de tipo mecanico. Al mezclar bacterias y plasmidos ,con
eletroporacion los plasmidos pueden transferirse al interior de las células. En este
proceso suelen emplearse varios cientos de voltios, que atraviesan una distancia de
varios milimetros. Estas células con el plasmido introducido son manipuladas
produciendo su divisidn, obteniendo de este modo nuevas células que contienen copias
del plasmido (81). También se ha utilizado la eletroporacion para la introduccién de

genes externos en células en cultivo, especialmente en las de mamifero (por ejemplo, en
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procesos de produccidn de ratones knockout, terapia génica, terapias basadas en células,
etc. En la década de los 90, esta técnica comienza a ensayarse para la administracion
transdérmica de distintos principios activos, en patologias inflamatorias, tratamientos

del dolor, e incluso en neoplasias humanas (80).
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Figura 12. Eletroporacion

-Con esta técnica se consigue incrementar el proceso de difusion pasiva por el que se
transporta el principio activo a través de la piel (sobre todo a nivel del estrato corneo,
qgue como sabemos es la principal barrera que limita la absorcién por esta via), por un
lado con la apertura a nivel de la membrana semipermeable de poros acuosos
reversibles debido a la incidencia a este nivel de una cantidad de energia controlada, por
otro lado se producen fendmenos de fluidificacion en la bicapa lipidica de la membrana
que permiten un paso mas elevado de sustancias con un coeficiente de particion y una
lipofilia en principio poco adecuadas para su paso a través de ella.

- En el caso de los electrolitos, muy utilizados en la via transdérmica, ya sean bases
débiles o acidos débiles, el paso del medio lipidico al medio acuoso una vez dentro de la
membrana, sabemos que se realiza obedeciendo Unicamente a un gradiente de
concentracion con un mecanismo que cumple la Ley de Fick, de manera que la
absorcion se lleva a cabo hasta que se obtenga el estado de equilibrio a ambos lados de
la membrana. Con el efecto eléctrico conseguimos que los electrolitos entren en
resonancia y alcancen niveles vibracionales que facilitan su transito a través de la
membrana, alcanzandose mas rapidamente el estado de equilibrio y aumentando de este

modo su absorcién.
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-Cuando se administra una forma farmacéutica por via transepidermica, ya sea esta una
pomada, crema, gel o una emulsion liquida, el transporte se lleva a cabo por una serie de
etapas en cada una de las que se forma una interfase a través de la cual se cumple la
secuencia de liberacion, penetracion, permeacion y absorcion segln sea el objetivo que
se busque. Esa secuencia puede ser modificada por medio de la formulacion; con la
técnica de Introduccion Transdérmica Digital actuamos a nivel de la técnica de
administracion acelerando el proceso de penetracidn, permeacion y absorcion en las

distintas interfases, y por tanto el proceso global.

-Una vez que el principio activo ha difundido a través del estrato corneo y las demas
capas de la epidermis, tiene efectos a nivel de las membranas plasmaticas celulares,

algunos de los cuales comentamos a continuacion:

i. En los canales ionicos (poros hidrofilicos formados por proteinas que permiten el paso
de iones), las proteinas de canal son capaces de adoptar diversos estados
conformacionales dependiendo del potencial celular. En general, existe un estado
conductor (estado abierto, que permite el paso de iones a su través) y dos no

conductores (estado inactivo y de reposo ).

A nivel del potencial de reposo celular, la probabilidad de apertura de los canales es
minima. La despolarizacion celular aumenta la probabilidad de apertura del canal, pero
si la despolarizacion se mantiene, la probabilidad de apertura disminuye como
consecuencia del proceso de inactivacion iniciado simultdneamente por el de activacion;
asi el canal pasa al estado inactivo-cerrado desde el cual no puede volver a abrirse. Para
que el canal vuelva a abrirse es necesario que el canal inactivado pase al estado de
reposo (proceso de reactivacion del canal). Distintos estudios parecen indicar que el
aporte de energia modulada que realizamos con el equipo, genera un estimulo a nivel de
membrana que actla activando la despolarizacion celular en pulsos de tiempo
infinitesimales que aumentan la apertura de algunos tipos de canales i6nicos ( canales
de k + voltaje-dependientes, canales de cloro).

ii. En otros tipos de canales ionicos (canales de calcio), la energia aportada parece

actuar en mayor medida en los procesos de reactivacion del canal.
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iii. También actda a nivel de canales catidnicos inespecificos, que permiten el paso de
todos los iones positivos (sodio, potasio, calcio ) y excluyen a los negativos, en estos
canales se acentla la despolarizacion que produce su apertura, ya que la energia con la
que incidimos consigue una entrada neta de cargas positivas en la célula, tendiendo de
este modo el potencial de membrana a 0 mv, que estd aproximadamente en el punto
medio entre el potencial de equilibrio del sodio y del potasio.

iv. El transporte activo a través de la membrana mediante proteinas transportadoras
(proteinas transmembrana que poseen multitud de hélices alfa inmersas en la matriz
lipidica y que se unen a la sustancia a un lado de la membrana y la transportan al otro
lado donde la liberan) se efectia en contra del gradiente de concentracion o
electroquimico y, para ello las proteinas implicadas consumen energia metabodlica
(comunmente ATP). La energia que genera el equipo actua facilitando la hidrélisis del
ATP, poniendo a disposicion de la proteina una mayor cantidad de energia metabolica y
por tanto optimiza el proceso de transporte.

v. En el caso de las bombas, proteinas que hidrolizan ATP para transportar a través de
una membrana un determinado soluto a fin de generar un gradiente electroquimico que
confiere caracteristicas de potencial. El gradiente electroquimico que se crea interviene
activamente en el transporte de sustancias a través de la membrana, la energia con la
que incidimos, aporta un aumento de entropia adicional al sistema, que facilita el
cotransporte de sustancias que se encuentran en trasiego en contra de su gradiente. La
bomba de mayor relevancia donde se han visto los efectos es la bomba sodio-potasio
presente en todas las células. Podemos concluir este apartado, indicando de forma

resumida que:

La eletroporacion es una alternativa no invasiva a la mesoterapia convencional.
Consiste en la emision de una onda electromagnética pulsada atérmica y no ionizable
con la finalidad de producir una alteracién en el potencial de membrana. Esta alteracion
provoca una electrorotacion de los lipidos con la consiguiente apertura momentanea de
los poros de la membrana celular para el ingreso de sustancias en su interior. ES un
proceso que tiene la particularidad de ser reversible y transitorio debido a la
caracteristica de la corriente: pulsada y no constante. Por lo tanto, tendremos un
significativo aumento de la conductividad eléctrica y de la permeabilidad de la

membrana plasmatica. Cuando el voltaje que atraviesa una membrana plasmatica
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excede su rigidez dieléctrica se forman poros, que tras un corto periodo de tiempo
(durante el cual los compuestos extracelulares tienen la oportunidad de entrar a la
célula), se cierra; ademas gracias a estos equipos y sin necesidad de agujas, se consigue
hacer penetrar altas concentraciones de principios activos purificados en las capas

intermedias de la piel, obteniéndose un gran aporte de sustancias de manera controlada
en zonas muy delimitadas.
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1.7. FORMULACIONES TOPICAS

Para el disefio de formulaciones farmacéuticas y cosméticas, se debe tener conocimiento
en varias ramas (fisica, quimica, ingenieria, bioquimica y tecnoldgica) y también se
debe tener un amplio grado de informacion en la funcionalidad de los compuestos
utilizados, las interacciones entre los componentes de la formula, los requerimientos en
los asuntos regulatorios, procesos biofarmaceéuticos y posibles interacciones entre los
componentes, la actividad funcional y los riesgos que todo ello puede ocasionar El
objetivo principal en el desarrollo de una formulacion es asegurar que sus ingredientes
activos sean biodisponibles, seguros, estables, libres de microorganismos y que
permitan que el preparado sea facil de utilizar para asi conseguir mayor adherencia del
paciente o cliente (82).

Existen algunos factores principales que el farmacéutico debe considerar en el momento
de formular o disefiar un producto de aplicacion y accién en la cavidad bucal. Estos
factores son: eleccion del principio activo y de los excipientes adecuados, eleccion de la
forma farmacéutica y consideracion de los efectos del vehiculo. Los vehiculos deben
poseer unas caracteristicas farmacotécnicas que dependen de las condiciones de
utilizacion concreta como por ejemplo el objetivo terapéutico de la formulacion, la
naturaleza de las lesiones o afecciones a tratar y las propiedades fisicoquimicas y
biolégicas de los principios activos que incorporan. En general, cuando se esta
realizando la formulacién de un producto para administracion por via topica
mucoadhesiva se debe tener en cuenta el pH ya que debe ser lo méas parecido al de la
zona donde se va a administrar, en este caso la cavidad bucal en la que los compuestos a
administrar de ben tener un pH neutro o débilmente &cido, alrededor de 5.6-7, la
estabilidad fisica y quimica, la compatibilidad entre los principios activos que la
incorporan, las propiedades reoldgicas para que haya una adecuada extensibilidad y
adaptabilidad a la superficie, las propiedades organolépticas, no deben producir alergias
ni irritaciones al aplicarlo. Uno de los principales factores a considerar a la hora de
desarrollar una formulacion, es reducir el niUmero de componentes y asi disminuir el
riesgo que alguno de ellos puede causar. Es por esto que un estudio de formulacion es
una fase critica, dado que el formulador debera prescindir de toda una serie de recursos

para lograr una mejor compatibilidad del preparado (83).
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1.7.1. Formulacién bucal localizada
El término adhesion aparece definido en el diccionario de la RAE como: “Accion y
efecto de adherir o adherirse”. Esta definicion hace referencia de manera escueta al
proceso por el cual dos superficies establecen interacciones moleculares que permiten
generar fuerzas atrayentes entre ambas, resultando en el fendmeno de la adhesion.
Respecto a la mucoadhesion en el ambito galénico, se puede definir como el proceso
que implica la generacion de interacciones entre una forma farmacéutica y una mucosa
del organismo, estas interacciones permiten la fijacion semipermanente de dicha forma
farmacéutica a la mucosa. Es a principios de los afios 80 cuando el concepto de
mucoadhesién empieza a generar verdadero interés en el desarrollo de formulaciones
méas novedosas. Hasta la actualidad, sigue suponiendo un campo de innovacion y
desarrollo debido a las ventajas que ofrecen, destaca de entre ellas la capacidad de
permanecer en la mucosa diana durante un mayor periodo de tiempo que otras formas
farmacéuticas mas clasicas. Este aumento de la permanencia en el lugar de accién o
absorcién mejora la biodisponibilidad y caracteristicas tanto farmacocinéticas como
farmacodindmicas de muchos principios activos, potencidndose su efecto local o
sistemico. Otra ventaja destacable es la posibilidad de poder ser formuladas para que

presenten cierta especificidad por un tejido mucoso en particular (84).

1.7.2. Mucosas: aspectos generales a tener en cuenta para formular
El término mucosa se designa a la capa epitelial que recubre las paredes internas de
determinados érganos (p.e: estbmago) y cavidades externas (p.e: boca). Tiene funciones
secretoras, absortivas y protectoras frente a agresiones tanto mecanicas (accion
lubrificante) como quimicas. La estructura se basa en un epitelio externo en contacto
directo con la luz del 6rgano o cavidad caracterizado por presentar capas celulares con
estrechas uniones intercelulares asi como presencia de células calciformes, responsables
de la secrecion de mucus. Subyacente a esta capa se encuentra la lamina propia, un
estrato de tejido conectivo seguido de otro altamente vascularizado, presenta funcion de
soporte al epitelio superior y contiene células secretoras, tejido linfoide y una gran
variedad de células inmunoldgicas. Ciertos tejidos mucosos como el del estomago e
intestino poseen una tercera capa compuesta por musculo liso y con funcidn
fundamentalmente locomotora del tejido adyacente. Si algo tienen en comun las

distintas mucosas del organismo es la presencia de “mucus”, un fluido viscoso y
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translicido que se adhiere a la superficie del epitelio externo permitiendo la
lubrificacion y proteccién adecuada del tejido. EI mucus es producido mayoritariamente
por glandulas secretoras de células calciformes, como las células de Goblet, que estan
presentes en la mayoria de mucosas del tracto digestivo y respiratorio. Estd compuesto
principalmente por agua (95%) y minoritariamente por otros elementos como proteinas,
lipidos, aminoacidos y sales inorganicas, ademas de elementos especificos de cada
mucosa. Sin duda, los componentes mas destacados son las mucinas: glicoproteinas de
elevado peso molecular (500000 g/mol/unidad funcional) que poseen una estructura
basada en un esqueleto peptidico de aproximadamente 800 aminoacidos rico en prolina,
treonina y serina; estas dos Ultimas, gracias a la presencia de grupos hidroxilo se
encuentran unidas a cadenas laterales de oligosacaridos. Destaca en la composicién de
estas ramificaciones la presencia de: N- acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina,
galactosa, fucosa y acido sialico; este ultimo presenta restos sulfuro en su estructura que
condicionan el caracter polianiénico de las mucinas a pH neutro. Las mucosas dotadas
de interés en el uso de formulaciones mucoadhesivas seran la bucal, vaginal, ocular,
nasal, gastrointestinal y rectal. Cada mucosa es diferente tanto en su composicion como
en su entorno y caracteristicas, lo que determina que cada una presente una serie de

ventajas y limitaciones (85).

1.7.3. Mucoadhesion
Varias vias de administracién, como ocular, nasal, bucal y gingival, gastrointestinal
(oral), vaginal y rectal, hacen que los sistemas de administracion de farmacos
mucoadhesivos sean atractivos y flexibles en el desarrollo de formas de dosificacion. La
mucoadhesion se define como una interaccion atractiva en la interfaz entre una forma de
dosificacién farmacéutica y una membrana mucosa. Los sistemas de administracion de
farmacos mucoadhesivos pueden formularse como comprimidos, inserciones soélidas,
geles, soluciones viscosas, suspensiones de microparticulas y nanoparticulas, sistemas
de gelificacion in situ y aerosoles. La mayoria de estas formas de dosificacion
incorporan excipientes poliméricos, que desempefian un papel importante en su
mucoadhesividad. Algunos polimeros mucoadhesivos no solo pueden aumentar el
tiempo de residencia de la forma de dosificacion en el sitio de administracion, sino que
también pueden aumentar la permeabilidad del fa&rmaco a través del epitelio al modificar
las uniones estrechas entre las células. La mucoadhesividad de las formas de
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dosificacién generalmente se logra mediante el uso de polimeros hidréfilos en
formulaciones, que a menudo demuestran una buena capacidad para adherirse a las
membranas mucosas (83).

El rendimiento mucoadhesivo excelente se observa tipicamente para polimeros que
poseen grupos cargados o grupos funcionales no ionicos capaces de formar enlaces de
hidrogeno con las superficies de la mucosa. Algunas de las caracteristicas estructurales
poliméricas necesarias para la mucoadhesién se pueden resumir de la siguiente manera:
(i) grupos de enlace de hidrogeno fuerte, por ejemplo, grupos carboxilo, hidroxilo,
amino y sulfato, (ii) cargas anionicas o cationicas fuertes, (iii) alto peso molecular , (iv)
flexibilidad de la cadena, (v) propiedades de energia superficial que favorecen la

propagacién sobre el moco (86).

Los polimeros mucoadhesivos se clasifican segun los grupos quimicos funcionales. Los
polimeros anidnicos incluyen caboximetilcelulosa y carbopol con grupo carboxilico. La
bioadhesion de polimeros anidnicos se lleva a cabo mediante enlaces de hidrégeno entre
el grupo carboxilico y las cadenas de oligosacaridos de glucoproteinas mucosas
Ilamadas mucinas. Los polimeros no iénicos como la hidroxipropilmetilcelulosa
formaron una capa de interpenetracion con moco. Estos polimeros se unen débilmente

que los anionicos, por lo tanto, se combinan para favorecer el efecto deseado (87).

ESPESOR ; MATURALEZA
TEJIDO LOCALIZACION ) QUERATINIZACION DE LOS LIPIDOS
Bucal (50 e} Interior de las mejillas y de los 500 - 600 Mo Podar
labios superior e infarior
Sublingual (265 cm®)  Frenillo y base de la boca 100 - 200 Mo Palar
Gingival Encias 200 Si Apolar
Palatal Paladar superior y lengua 250 Si Apolar

Tabla 5. Superficies y caracteristicas zona bucal (88)

La mucosa bucal cubre el interior de la mejilla, asi como un area entre las encias y los
labios superiores e inferiores y tiene una superficie promedio de 50 cm?. La mucosa
tiene la funcidn de proteger los tejidos subyacentes del dafio mecénico y quimico. La
anatomia del sitio bucal consta de tres tipos de mucosa: el revestimiento de la
membrana mucosa que se encuentra fuera del vestibulo oral, la regién sublingual y la
mucosa especializada. Las mucosas queratinizadas presentes en el paladar duro y

gingival no se consideran un sitio para la administracion sistémica y son lugares Utiles
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para el suministro local de farmacos en el tratamiento de enfermedades orales
localizadas en la encia o el paladar (83).

La bioadhesion se puede definir como el estado en el que dos materiales, al menos uno
de los cuales es bioldgico, se mantienen unidos durante un periodo prolongado de
tiempo por fuerzas interfaciales. Los sistemas bioadhesivos aplicados a las membranas
mucosas a menudo se definen como mucoadhesivos, pero el uso de estos términos
puede ser intercambiable. EI mecanismo de adhesion de ciertas moléculas en la
superficie de un tejido o mucosa ain no se conoce bien. La forma farmacéutica
mucoadhesiva debe extenderse sobre el sustrato para iniciar un contacto con la
superficie, promoviendo la difusion de sus cadenas en el moco. Las fuerzas de atraccion
y repulsion surgen, y para la aparicion de la mucoadhesion, debe haber un predominio
de las fuerzas de atraccion. Por lo tanto, el proceso de mucoadhesion generalmente se
divide en dos etapas. La primera de ellas se caracteriza por el contacto entre el material
y la membrana mucosa, donde ocurrird la propagacién y el hinchamiento de la
formulacién, iniciando un contacto con la capa de moco. En la siguiente fase de
consolidacion, los materiales mucoadhesivos inician una interaccion molecular con el

moco mediante fuerzas de van-der-Waals o enlaces de hidrogeno (89).

1.7.4. Formulaciones de administracién bucal, sublingual y gingival
Aungue tenga una superficie muy limitada de aproximadamente 50 cm?, esta regién
se caracteriza por ser comoda y controlable debido a su féacil acceso, presentar una
adecuada vascularizacion y permeabilidad asi como un escaso contenido de enzimas
degradativas. Todas estas caracteristicas la convierten en una buena diana para una
formulacién mucoadhesiva, especialmente aquellas cuyos principios activos sufren
de notables pérdidas sistémicas por efecto de primer paso hepatico o degradacién
enzimatica, ya que se evita esta problematica. El epitelio de la mucosa bucal es
poliestratificado, similar a los restantes érganos. Estd formado por una membrana
basal mitéticamente activa, sobre la que se sitdan capas de células progresivamente
diferenciadas que se descaman en la zona mas superficial. El recambio del epitelio
bucal, es decir, la migracion de una capa hasta la superficie, dura unos 5-6 dias, y
éste se puede considerar también como un valor promedio para toda la mucosa
bucal. La composicion de esta capa varia de acuerdo con las funciones del tejido; asi
en el paladar duro y la lengua, que son mucosas masticatorias sujetas a fuerzas de
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distension, el epitelio se encuentra queratinizado como la epidermis, mientras que el
recubrimiento del interior de las mejillas y de la region sublingual es distensible y
no queratinizado. Independientemente del grado de queratinizacion de la mucosa
oral, esta no posee un estrato cérneo propiamente dicho por lo que es mucho mas
permeable que la piel, de 4 a 4000 veces mas permeable (89). La barrera de difusion
de farmacos en la mucosa oral se debe principalmente al contenido lipidico de las
capas superficiales del epitelio. Estos lipidos son secretados al medio intercelular en
forma de desmosomas y granulos membranosos, asegurando asi la cohesion del
epitelio (88). La composicion de estos lipidos es aproximadamente 76% de
fosfolipidos, 23% de glucoesfingolipidos y un 0.7% de ceramidas. La permeabilidad
media de la mucosa bucal, considerada globalmente, es intermedia entre la
percutanea y la intestinal. Evidentemente, debido a las estructuras y funciones de sus
partes, existen diferencias considerables en su permeabilidad. Asi, en principio,
cabria establecer el orden decreciente: sublingual > bucal > palatal > gingival pues
la mucosa sublingual es la mas delgada, la bucal es mas gruesa y la palatal y
gingival se encuentran queratinizadas. En todo caso, la absorcion parece que se
realiza mayoritariamente por difusion pasiva entre la fase acuosa, constituida por la
saliva, y la fase lipofila, que es la capa lipidica de la membrana. Se absorben bien
una gama de compuestos con un coeficiente de reparto (aceite/agua) entre 40 y
2000. Las moléculas méas hidréfilas son demasiado polares y sélo penetran en la
mucosa al dosificarlas en altas concentraciones. Si la lipofilia sobrepasa el valor de
4000, los compuestos tienen una solubilidad demasiado baja en agua; la absorcion
de estos compuestos esta limitada por su velocidad de disolucion. La mucosa bucal
es de interés para disefiar una formulacién mucoadhesiva con liberacion prolongada
del activo, apta tanto para la absorcidon sistémica de éste como para un efecto local;
mientras que la mucosa sublingual es idénea para una formulacion de liberacion
rapida, por lo tanto no seria adecuada como diana en formulaciones mucoadhesivas.
La mucosa gingival tiene aplicaciones en el desarrollo de formulaciones anestésicas
mucoadhesivas, de aprovechamiento en procedimientos odontoldgicos. El equilibrio
fase acuosa fase oleosa es lo que determina el grado de difusion de los principio

activo en la mucosa gingival.
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1.7.5. Polimeros mucoadhesivos: aspectos generales
La seleccion de los excipientes poliméricos supone la piedra angular para disefiar un
sistema mucoadhesivo que interaccione correctamente con la mucosa diana. En
términos generales, un polimero mucoadhesivo ideal serd: biocompatible,
biodegradable, no tdxico ni irritativo, apto para incorporar la dosis de principio activo
oportuna, capaz de adherirse por enlaces semipermanentes de forma rapida y especifica
a la mucosa diana, resistente a la degradacién tanto en su almacenamiento como a lo
largo de su vida util y asequible econdmicamente. Los polimeros que presentan buenas
propiedades adhesivas suelen reunir una serie de caracteristicas moleculares como:
conformacién espacial adecuada, elevado peso molecular, presencia de grupos
funcionales capaces de formar enlaces por puentes de hidrogeno, cadenas flexibles,
carga electrostatica adecuada y propiedades de tension superficial adecuadas que
permitan el correcto humedecimiento y plastificacion del sistema. La biocompatibilidad
y biodegradabilidad suponen dos de los aspectos mas importantes a la hora de
seleccionar un polimero mucoadhesivo. La primera engloba la capacidad del polimero
de interactuar adecuadamente con el medio bioldgico en el que se encuentra, sin generar
toxicidad ni efectos indeseables en éste. Estrechamente ligado a este concepto se
encuentra el de biodegradabilidad, por el cual el material es descompuesto en
estructuras mas elementales que pueden ser asimiladas y/o eliminadas del organismo
por vias metabdlicas normales. La capacidad de biodegradacién de un polimero depende
de factores tales como: su estructura, composicién quimica, presencia de grupos
ionicos, peso molecular, morfologia, homogeneidad de las unidades poliméricas y

procesos a los que ha sido sometido (90).
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(@) (b)

Figura 13. Representacion esquematica de la teoria de la difusion de la
bioadhesion. Capa de polimero azul y capa de moco roja antes del contacto; (b) Al
contacto; (c) La interfaz se vuelve difusa después del contacto por un periodo de
tiempo (91)
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2. HIPOTESIS

70 |



La terapia mecanica no quirdrgica es la piedra angular del tratamiento periodontal.

Nos preguntamos si la aplicacién del acido hialurénico, solo o con coadyuvante como el
factor de crecimiento epidérmico (EGF), podria ayudar en el proceso de reparacion y
cicatrizacion de tejidos periodontales, produciendo el cierre de los llamados agujeros
negros ("black holes™)

Ante estos hechos, nuestra hipotesis de trabajo esta basada en una serie de preguntas,
que de una u otra forma intentaremos resolver mediante el trabajo de investigacion que

se realiza en esta Tesis Doctoral. Las preguntas que nos formulamos son:

1. La aplicacion de acido hialurénico ha tenido éxito en la manipulacion y
aceleracion del proceso de cicatrizacion de las heridas en una serie de disciplinas
médicas como la oftalmologia, dermatologia, y la reumatologia. ¢La aplicacion
del acido hialuronico solo o con coadyuvantes inyectado y/o eletroporado
ayudara a los procesos de reparacion y cicatrizacion de tejidos periodontales,
produciendo un aumento del nivel de la cresta dsea alveolar y del epitelio en las
bolsas periodontales?

2. ¢La aplicacion de una formulacion de HA solo o con coadyuvantes y aplicado
por electroporacion ayudara en el proceso de regeneracion y de relleno de los
tridangulos negros?

3. En base a estas preguntas se perfilaron los objetivos del presente trabajo.
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3. OBJETIVOS
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El objetivo de este trabajo de tesis doctoral es desarrollar un producto destinado al
tratamiento de las enfermedades periodontales, concretamente la retraccion gingival
de cualquier etiologia y mejorar la estética de la zona periodontal. Tanto bolsas
periodontales causadas por la periodontitis como tridngulos negros de naturaleza
estética causados bien por una periodontitis estabilizada y/o bien por implantes. De
esta forma pretendemos mejorar la calidad de vida (mental y fisica) de los afectados
por estos problemas. Hay que tener en cuenta que para la retraccion gingival no
existe un tratamiento eficaz que no sea la alternativa quirdrgica.
Asi pues, podemos indicar que el:
Objetivo General es: Obtener un crecimiento gingival en espacios interdentarios,
los llamados "Black holes".
Para su consecucion, los objetivos especificos seran:
- Conseguir que un producto con la composicion adecuada pueda aplicarse en defectos
gingivales y estimulen el crecimiento de tejido.
- Diseflar y preparar una formulacion que permita una dosificacion y absorcion
adecuadas para el paciente con defecto gingival.
- Utilizar Acido Hialurdnico y factor de crecimiento como arma terapéutica, reduciendo
el nimero de intervenciones quirdrgicas con injertos de tejido autélogo o heterélogo.
- Realizar todos los ensayos que se consideran adecuados para una perfecta utilizacion

del producto.
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4. MATERIALES Y METODOS
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4.1. MATERIALES

El acido hialurdnico utilizado en todas las formulaciones fue suministrado por Fagron.
El factor de crecimiento epidérmico utilizado en este trabajo es una proteina
vehiculizada en tampon fosfato a pH 7.4 suministrado por Cell Signaling para Inves
Biofarm. Ademas de una solucién oleosa de EGF patentada por Inves Biofarm. ES
2502691B1 (92).

Para la elaboracion de las distintas formulaciones se utilizaron los siguientes
excipientes: Tween 80 y Span 80, Goma Xantana, Hipromelosa, Glicerol, Carbopol,
Acido citrico, Sorbitol 70%, Acido etilendiamintetraacetico (EDTA) todos ellos
suministrados por (Fagron); Complejo para la formacion de liposomas (Lyposystem
complex®) (Biophyl); Povidona, y Carboximetilcelulosa (Guinama), Propanediol
(DKSH) y Citrato sodico y Benzoato sodico (Metapharmaceutical). En todos los

desarrollos se utiliz agua pura como vehiculo.

Para la pesada de las sustancias se ha empleado la Balanza Sartorius VWR
Para la preparacion de las formulaciones ha sido empleado un agitador de varilla IKA
Eurostar power que alcanza las 3000 rpm necesaria para una correcta homogeneizacion

de los ingredientes afiadidos.

4.2. METODOS

4.2.1. Determinacion pH:
Se realizara la prueba con Utilizacion de equipo pH-metro Mettler Toledo y siempre se
realizara la medida por triplicado. En primer lugar, se procedera a la calibracion del
equipo. Una vez que hemos realizado la calibracion y hemos limpiado y secado el

electrodo, procederemos a realizar la medicion de la muestra.

4.2.2. Determinacion de la Viscosidad
Para medir la viscosidad de las formulaciones utilizamos un viscosimetro rotacional
(fungilab, modelo: Smart, #serie: smar200030) el cual opera por medio de la rotacion de
un disco llamado husillo que se sumerge en una muestra de la formulacién. El husillo

utilizado para medir la viscosidad fue el R7 y la velocidad empleada para la medicion
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fue 100 rpm. EI dato de viscosidad se determina luego de que el husillo haya rotado en
la muestra por 1 minuto. Se realizan 3 medidas de viscosidad para cada formulacion y

se calcula el promedio.

4.2.3. Determinacion de la estabilidad mediante el empleo de
centrifugacion.
Para esta prueba se utilizo la centrifuga con rotor para placas y tubos con capacidad
refrigeradora (Hermle, modelo: Z36HK, #serie: 58120057).

4.2.4. Prueba de Extensibilidad
Para determinar la extensibilidad se utiliz6 un extensémetro con un vidrio graduado y

un conjunto de pesas (Figura 14).

Figura 14. Extensometro, vidrios graduados y pesas.

Con este método se puede determinar la mayor o menor fluidez de la muestra, de
acuerdo con los resultados obtenidos. En todos los casos son media de tres

determinaciones.

4.2.5. Estudio de liberacion/permeacion con Células de Franz
En las formulaciones tdpicas, la evaluacion de la permeacion es fundamental para
establecer la biodisponibilidad y, por lo tanto, hacer una aproximacion de la efectividad.
Ademas, para las formas de dosificacion semisdlidas, las metodologias para probar y
verificar el rendimiento en las etapas de pre-formulacion del producto son esenciales
para evitar pruebas de rendimiento adicionales una vez que el producto esté listo para el

mercado.
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Las células de Franz son una metodologia ampliamente utilizada para evaluar la
liberacion y permeacion in vitro del principio activo, que tiene ventajas, como (i) poca
manipulacion de los tejidos, (ii) no se toma una muestra continua y (iii) se requiere una

cantidad baja de principio activo para el anélisis.

En este trabajo, se utilizan células de Franz (FDC-400) de 1 cm de didmetro,
suministradas por la firma Vidra-Fox (Barcelona, Espafia) (Figura 15). Estas células de
difusion de Franz son un sistema compuesto por dos cdmaras, una donante y otra
receptora, separadas por una membrana de origen animal, humana o sintética que

permite evaluar la difusion de moléculas bioldégicamente activas de una cdmara a otra.

! d
Figura 15. Sistema células de Franz

Para estudiar la liberacién, se trabaja con un tipo de membrana que minimice al maximo
la resistencia al paso de la formulacién y asi poder determinar con fiabilidad la
influencia del vehiculo en la cesién del mismo. En el compartimento dador, se coloca
una muestra representativa de la formulacion en estudio y en el receptor una solucion
que permita solubilizar la sustancia que difunde. En este caso para el estudio del factor
de crecimiento epidérmico, se utiliza tampon fosfato pH 7.4 ya que es el pH al cual la

proteina es estable.

Se toman alicuotas de 600 pl del compartimento receptor a diferentes tiempos durante
un periodo establecido (30 minutos, 3 horas, 24 horas) y el volumen extraido se repone
con solucion receptora. A continuacion se mide el principio activo liberado mediante el

método analitico adecuado.
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En el estudio de permeacién de las formulaciones se utilizé piel de pollo desprovista de
su contenido graso con la ayuda de un dermatomo (Dermatome 75mm, Nou Vag AG,
Suiza), y se obtuvieron trozos de aproximadamente 9 cm? para obtener finas capas de
piel (500 um de espesor) y evitando la perforacion de la piel durante el corte. Una vez
cortada se coloca en papel aluminio y se mantiene congelada hasta el momento de su

utilizacion.

Cuando se utiliza, hay que tener la precaucion de colocar la parte dérmica en contacto
con la solucion receptora. Para ello utilizamos como soporte unos discos de acero
inoxidable de 4 cm de diametro y una abertura central de 2 cm, abertura que coincide
con la superficie de difusion de las células utilizadas. Estos discos estan constituidos por
dos partes de modo que la piel queda perfectamente sujeta por dicho soporte para su

correcta utilizacién en el ensayo propuesto (Figura 16) (93).

Figura 16. Discos de acero para celulas de Franz

4.2.6. Espectrofotometria UV-Visible
Para caracterizar el factor de crecimiento epidérmico, se utiliza como método analitico
la espectrofotometria ultravioleta-visible, realizando las determinaciones con un
espectrofotdmetro Pelkin-Elmer UV/Vis Lambda 40 (Figura 17).

Figura 17. Espectrofotometro utilizado en las medidas de absorbancia de los

activos.
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Este método utiliza la radiacion del espectro electromagnético cuya longitud de onda
estd comprendida entre los 100 y los 800 nm y su efecto sobre la materia organica es
producir transiciones electronicas entre los orbitales atomicos y/o moleculares de la
sustancia. En la espectrofotometria UV-Vis, la muestra absorbe UV-Vis y la energia
adquirida por el sistema causa la transicion de un electron de un estado basal a uno
excitado. Esta energia de transicion estd relacionada con la longitud de onda de la

radiacion (94).

4.2.7. Constantes microbioldgicas relevantes

A las formulaciones estudiadas se le realizan los ensayos microbioldgicos regulados
segun Reglamento (CE) n° 1223/2009.

Los andlisis se realizaron siguiendo la directiva de Anélisis microbioldgico de
cosméticos y productos sanitarios y siempre con campana de flujo laminar.

Cuando se va a realizar algun cultivo, ya sea en caldos o en superficie a partir de placas
ya preparadas, se deben sacar de la nevera y ponerlas en la CFL unos 15-20 minutos
antes del sembrado para evitar choques térmicos que enmascaren resultados, e

intentando que no se produzcan contaminaciones en los medios.

— Preparacion de la muestra

Antes de preparar las muestras, limpiarlas con gasas impregnadas en alcohol de 70°,
haciendo especial hincapié en las zonas de rotura y de apertura y esperar hasta que se
sequen por evaporacion. A continuacion, evitando que caigan cristales se realizara la
apertura y mediante una jeringa estéril se recogeran las muestras en un vaso colector
también estéril.

Se diluira el producto directamente en una solucion estéril de agua tamponada de
peptona pH 7.0 o en una solucion estéril de TSB segun las pruebas para las que se vaya
a utilizar la muestra y usando siempre tubos de ensayo o frascos con tapdn de rosca o
similares.

Mediante este proceso se realizarian diluciones madre 1:10. A partir de estas diluciones
madre se realizaran las pruebas microbioldgicas por triplicado. A continuacion se

resumen las diluciones madre que se preparan para hacer las pruebas microbioldgicas.
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Agua de peptona tamponada a Caldo Digerido de

Prueba pH 7 Caseina Soja (TSB)
M1 M2 M1 M2

TAMC 1mL 1mL - -
TYMC 1mL 1mL - -
E. coli - -
S. aureus 1mL 1mL - -
P. aeruginosa - -
C. albicans 1mL 1mL - -

12 mL muestra + 108 mL Agua 22 mL muestra + 218
de peptona tamp. (Total 120 mL | mL de Caldo TSB (total

de solucion madre) 240 mL madre)

Total tubos con

dilucion madre 1:10

Total muestra _
34mL (7 viales 5 mL)

utilizada

Tabla 6. Diluciones madre a preparar para los ensayos microbioldgicos. Recuento
total de microorganismos aerobios (TAMC) y recuento total combinado de hongos

filamentosos y levaduras (TYMC) mediante técnica de recuento en superficie

Especificaciones

e Mesofilos y aerobios viables totales: < 1000 UFC/mL
e Hongos y levaduras: <100 UFC/mL
Determinacion de la ausencia/presencia de patdgenos
Especificaciones
Deteccidn de la presencia/ausencia de Candida albicans
Especificaciones

e Candida albicans: Ausencia/mL

Determinacién de la presencia/ausencia de Pseudomonas aeruginosa

Especificaciones

e Pseudomonas aeruginosa: Ausencia/mL
Determinacion de la presencia/ausencia de Escherichia coli
Especificaciones

e Escherichia coli: Ausencia/mL
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4.2.8. Estabilidad de la formulacion
»La estabilidad es la capacidad que tiene un producto de mantener sus
especificaciones de calidad establecidas en el envase que lo contiene durante su
periodo de validez, almacenado en las condiciones especificadas. Para el estudio de
estabilidad, se realizan
i. ensayos que permiten obtener informacién para establecer el periodo de validez de
un producto en su envase original en las condiciones de almacenamiento
especificadas. En primer lugar, se aconseja realizar unos estudios de estabilidad
previa, para ello tras la finalizacién de cada formulacion las pruebas que se
realizan son:
Prueba de centrifuga: calentar a 50°C y centrifugar 30 minutos a 3000 r.p.m. En el caso
de las emulsiones no deben presentar separacién de fases. En el caso de productos
compuestos por una Unica fase no deben presentar precipitado. La centrifugacion
produce estrés en la muestra simulando un aumento en la fuerza de gravedad,
aumentando la movilidad de las particulas y anticipando posibles inestabilidades. Estas
podran ser observadas en forma de precipitacion, separacion de fases, formacion de
escamas (caking), coalescencia. En nuestro estudio las muestras se centrifugan segun
protocolo establecido, en el que cada muestra de formulacion se calienta a bafio maria
aproximadamente a 50°C y se centrifuga a 3000 rpm durante 30 minutos. Se evalla
visualmente la muestra.
— Prueba de microscopio: solo aplicable a emulsiones, se toma una muestra y se
observa al microscopio para ver homogeneidad del tamiz. Para considerar estable una
emulsion al microscopio los globulos observados tienen que tener un aspecto
homogéneo. Si se observan globulos irregulares significa que la emulsion es inestable.
— Ciclos de frio / calor: el producto debe pasar tres ciclos de temperatura de -20°C a
25°C. Poner el producto a -20°C durante 24 horas y a continuacion poner a temperatura
ambiente durante 24 horas. Esto completa un ciclo. El producto debe pasar tres ciclos
sin que se produzca separacion de fases. Se debe comprobar igualmente que no se
produzca variacion significativa en valores de viscosidad y pH.
Si los productos pasan el estudio de estabilidad previa, se realizara un estudio de
estabilidad acelerada y un estudio de estabilidad a largo plazo que dure tanto como el
periodo de validez que se quiera dar al producto. Los estudios de estabilidad acelerada

se disefian para lograr el incremento de la velocidad de degradacion quimica o fisica de
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un producto, mediante condiciones de almacenamiento extremas o exageradas en su
envase original, con el proposito de estudiarlas reacciones de degradacién y predecir el
periodo de vida bajo condiciones normales de almacenamiento. En los estudios de
estabilidad a largo plazo, se controlan las propiedades fisicas, quimicas vy
microbiologicas, bajo condiciones de almacenamiento controladas, durante el periodo
de validez propuesto del producto, en el envase que se propone para su puesta en el

mercado.

Es necesario conocer que:

» Validez: Periodo de tiempo durante el cual se espera que un producto,
almacenado correctamente, satisfaga las especificaciones establecidas. Se
emplea para determinar la fecha de caducidad del producto y se determina a
través de estudios de estabilidad.

= Periodo de validez provisional: Es aquel que se aprueba de forma preliminar, a
partir de los resultados obtenidos en los estudios acelerados y a tiempo real
(méximo 2 afios).

*= Periodo de validez definitivo: Es aquel que se aprueba para confirmar o
ampliar el periodo de validez provisional, a partir de los resultados obtenidos de

estudios de estabilidad a largo plazo (maximo cinco afios).

Mencion aparte merece tener en consideracién la realizacion de ensayos en condiciones

extremas (Stress Testing) para evaluar mejor la estabilidad del producto. Las

condiciones extremas que se podrian utilizar serian de:

Estudios de estabilidad acelerados (corto plazo): Estudios disefiados para lograr el
incremento de la velocidad de degradacion quimica o fisica de un producto, mediante
condiciones de almacenamiento extremas o exageradas en su envase, con el proposito
de monitorear las reacciones de degradacion y predecir el periodo de vida bajo
condiciones normales de almacenamiento. Se trata de evaluar las especificaciones del

producto que entrara en el mercado, durante 3 y/o 6 meses.
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Estudios de estabilidad a largo plazo: Son estudios disefiados de las caracteristicas
fisicas, quimicas y microbiologicas, bajo condiciones de almacenamiento controladas,

durante el periodo de validez propuesto del producto.

% TIEMPOS

TIPO DE ESTUDIO | TEMPERATURA HUMEDAD ANALISIS

75% RH +

Estabilidad acelerada 40+2°C 504 3 0 6 meses
— 5 " —
Estabilidad a largo 25 42 °C 60% RH * Minimo 12

plazo 5% meses

Tabla 7. Condiciones de almacenamiento de las muestras en los dos tipos de
estabilidad
Una vez realizadas nos daran idea de las distintas alteraciones que puede sufrir la

formulacion estudiada.
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4.3. DESARROLLO GALENICO

DESCRIPCION: Se pretende conseguir una formulacion de alta viscosidad,
mucoadhesiva, de sabor agradable y sin olor.
COMPOSICION

e Principios activos:
ACIDO HIALURONICO (Sodium Hyaluronate):
Se emplea en este estudio la sal sodica del acido hialurénico, -hialuronato de sodio- es
un glucosaminoglicano lineal, la unidad repetitiva es un disacarido constituido por D-
glucuronato sodico (48%) y N-acetil D-glucosamina (52%).
El hialuronato de sodio se obtiene por fermentacién a partir de sustratos de origen
vegetal. La biosintesis la realizan microorganismos del género Streptococcus
El &cido hialuronico (HA) esta presente de forma natural en todos los organismos Vvivos,
y es un componente universal de los espacios existentes entre células de los tejidos
(espacio extracelular), constituye una matriz extracelular que permite lubricar, absorber,
transportar los nutrientes en las células y eliminar los residuos. El papel principal de HA
es captar agua y permitir el transporte de metabolitos clave y por lo tanto mantener la
estructura e integridad de estos tejidos (46). Representa una de las moléculas mas
higroscdpicas conocidas en la naturaleza (95). Como material fisico de fondo, funciona
como relleno espacial y lubricante. Los estudios in vitro y en animales han demostrado
gue HA aumenta significativamente la resistencia a la traccion del tejido de granulacion,
estimula la formacién de coagulos, induce la angiogénesis, aumenta la osteogénesis y
no interfiere en los nodulos de calcificacion durante la formacion del hueso (96).
Ademas, HA facilita la migracion y diferenciacion celular durante la formacion de
tejidos y la reparacién de tejidos blandos y duros. Recientemente, se ha demostrado que
mejora las células del ligamento viabilidad e incluso diferenciacion osteogénica
temprana in vitro. Todas estas propiedades mencionadas son esenciales para el tejido.

regeneracion y cicatrizacion de heridas (97).

El peso molecular y la concentracion determinan el uso de HA. EI HA de alto peso
molecular funciona como un polimero de pelicula que reduce la evaporacion del agua,
con una accién de tipo oclusivo. El peso molecular medio y el peso molecular bajo,

hacen que el HA, tenga propiedades principalmente como humectante debido a su alta
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higroscopicidad (98). HA se ha utilizado para aplicaciones farmacéuticas, médicas,
alimentarias y cosméticas, debido a sus excelentes propiedades de biocompatibilidad,
biodegradabilidad, no inmunogenicidad, = mucoadhesividad, higroscopicidad,
viscoelasticidad y lubricidad. Se ha comprobado también que tiene propiedades

antiinflamatorias, e inmunosupresoras (54).

Es interesante en el caso que nos ocupa, el comprobar como también el HA estimula la
cicatrizacion temprana de los huesos largos y la formacion de dentina reparadora.
Asimismo, el HA es un componente indispensable de la mucosa oral y tiene muchas
propiedades que lo convierten en una molécula fundamental para ayudar a la
cicatrizacion de las heridas. Durante la cicatrizacion, el HA actGa inhibiendo la
inflamacién y favoreciendo la renovacion epitelial y la angiogénesis del tejido
conjuntivo (99). Es asi mismo un componente clave de las etapas asociadas con el
proceso de cicatrizacion de los tejidos periodontales tanto mineralizados como no
mineralizados (100).

En los tejidos periodontales mineralizados como el hueso alveolar, la fase de tejido de
granulacion es reemplazada gradualmente por un callo mineralizado provisional.
Durante dichas etapas, el hialuronico contribuye a una variedad de funciones celulares,
tales como la promocion de la migracién de las células de la matriz extracelular en la
matriz de la herida, la proliferacion celular, y la organizacion del tejido de granulacion.
Estos eventos permiten la reinsercion de la capa basal del epitelio gingival a la lamina
basal y a la maduracién completa de los tejidos mineralizados resultantes en la reforma
de una unidn en la interfase del diente (101).

Debido a todas estas propiedades, el HA se presenta como un componente fundamental
del tratamiento de la retraccion de las encias asi como del tratamiento de las afecciones
de la zona perilabial debidas al envejecimiento o a la pérdida de la estructura gingival.
Por lo tanto, la administracion de HA en los espacios periodontales podria lograr
beneficios comparables en cicatrizacién periodontal, y de esta forma ayudar en el
tratamiento de la periodontitis (102). EI HA utilizado en este trabajo es en forma de
hialuronato sodico, tiene un PM de 1 Millon de Dalton y ha sido suministrado por
FAGRON IBERICA.
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FACTORES DE CRECIMIENTO: Se incorporaran a las formulaciones factor de
crecimiento, epidermal growth factor (EGF). Un polipéptido producido por las células
de la piel. Se ha comprobado su eficacia en la formacién de epitelios y mucosas, en la
reparacion del epitelio digestivo desde la mucosa bucal hasta la intestinal. A partir de la
presencia del EGF en la saliva y de su conocido papel en la correcta homeostasis de la
mucosa del sistema digestivo, es muy utilizado como coadyuvante para el tratamiento
de lesiones orales como Ulceras (103). En este trabajo de Tesis Doctoral, se ha utilizado
el EGF suministrado por Cell Signaling y el EGF en solucion oleosa, que es la
presentacion patentada por Inves Biofarm, donde el EGF permanece estable durante tres

afios lo cual garantiza su eficacia bioldgica (104).

e EXCIPIENTES:

-LIPOSYSTEM COMPLEX® es un complejo de ingredientes activos y fosfolipidos.
Los fosfolipidos son moléculas anfipaticas hechas de glicerol, unidas a dos cadenas de
acidos grasos, mientras que la parte restante consiste en un compuesto hidrofilico,
generalmente colina, serina, etanolamina o inositol. La adiciéon de agua al Liposystem
Complex® provoca la formacion natural de pequefios liposomas unilaminares, con el
principio activo directamente unido a la capa de lipidos. La naturaleza anfipatica de los
fosfolipidos que constituyen la doble capa lipidica de la membrana liposomial, permite
la creacion preliminar de enlaces con moléculas hidrofilicas y lipofilicas y el principio
activo se vincula a la parte hidrofilica o hidrofdébica correspondiente de la vesicula
liposomial. Los liposomas complejados obtenidos ofrecen una mayor superficie de
unién al principio activo, proporcionando asi una propiedad de encapsulacion muy alta
de la molécula activa, cercana al 100%. La importancia de Liposystem Complex® en la
formulacién es considerable: actia como un portador natural, aumenta la absorcién del
principio activo. El principio activo complejo esta protegido de las agresiones quimicas

y enzimaticas y se libera casi por completo en su sitio de accion.

-EDTA: Agente quelante Sinergismo con antioxidantes. Disminuye la velocidad de las
reacciones de oxidacion, pues son catalizadas por metales. Soluble en agua, bastante
soluble en alcohol. La concentracion usual como agente quelante y sinérgico de

antioxidantes en preparaciones farmacéuticas y cosméticas es: 0.005-0.1 % (p/v).
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-SORBITOL.: tiene propiedades humectantes y estabilizantes, usandose en varios
productos farmacéuticos y cosméticos, incluyendo dentifricos. También permite la
solubilidad de muchos principios activos y su posterior incorporacion a las formas
farmacéuticas tdépicas. La solucién al 70% puede reemplazar a la glicerina, ya que es

menos higroscopica.

-GOMA XANTANA: coloide hidrofilo que se utiliza como agente espesante, suspensor
y para emulsificar y estabilizar sistemas de base acuosa en la industria farmacéutica,

cosmética y alimentaria.

-POVIDONA agente espesante de sistemas acuosos: a diferencia de las gomas
naturales, es una sustancia menos susceptible a la contaminacion microbioldgica. Es un
agente granulador. Practicamente inodoro, aumenta la solubilidad en agua de principios
activos y proporciona un sabor dulce a los preparados orales. De esta forma permite
reducir e incluso evitar, el uso de azucares, sales o alcohol en las formulaciones. Mejora

el sabor de los preparados amargos.

-PROPANEDIOL.: emoliente, humectante, solubilizante y viscosizante.
-XILITOL: Edulcorante, al disolverse por accién del calor produce una sensaciéon de
frescura en la boca, por eso es mas utilizado en preparados para uso bucal respecto a

otros endulzantes.

-GLICEROL: con propiedades humectantes y estabilizantes, usandose en varios
productos farmacéuticos y cosméticos, Presenta numerosas aplicaciones, usandose
como disolvente, edulcorante, conservante, plastificante en recubrimiento de
comprimidos y como regulador de la tonicidad. A veces se incluye en férmulas topicas
como lubricante y por sus propiedades humectantes, pudiendo su accién higroscépica
potenciar la retencion de humedad. Liquido viscoso, untuoso al tacto, incoloro,

transparente, muy higroscopico.

-HIPROMELOSA: también conocida con su nombre INCI Hydroxypropyl
Methylcellulose, La hipromelosa es un derivado semisintético de la celulosa. Es el éter
metilico de hidroxipropilcelulosa. Se presenta en distintos grados que contienen del 16.5
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al 30 % de grupos metoxi y del 4 al 32 % de grupos hidroxipropoxi. De este modo,
posee distinta viscosidad y temperaturas de gelacion. Se hincha en agua y produce una
mezcla coloidal viscosa. Experimenta una transformacion reversible de sélido a gel al
calentar y enfriar, respectivamente. Insoluble en alcohol absoluto, éter y cloroformo.
Higroscopico, se presenta como un polvo blanco o blanco-amarillento, fibroso o

granular.

-TWEEN 80: también conocido como Polysorbate 80. Es un liquido oleoso, amarillo.
Miscible en agua. Los polisorbatos son emulgentes no iénicos, con poder emulgente y
suspensor mas intenso y amplio, que facilitan la interposicion de aceites en agua. Se ha
descrito que los polisorbatos son estables con electrolitos y acidos y bases débiles,
aungue es posible que se produzca saponificacion en presencia de acidos y bases

fuertes.

BENZOATO SODICO: Sodium benzoate. Polvo cristalino o granulado, blanco,
ligeramente higroscopico. Facilmente soluble en agua. Se emplea ademés, como

conservante en lugar del &cido benzoico por su mayor solubilidad en agua.

-CARBOXIMETILCELULOSA: Carmelosa sddica. Polvo granuloso, blanco o casi
blanco, higroscépico tras su desecacion. Practicamente insoluble en acetona, en etanol
al 96%, y en tolueno. Se dispersa facilmente en agua dando disoluciones coloidales. Es
un coloide hidréfilo de accion y usos similares a la metilcelulosa. Da geles de buena
consistencia pero sin una gran transparencia y de color pardo acaramelado. Tienen una
gran adhesividad, lo que les hace muy tiles como excipientes semisélidos bucales. Los
geles que forma con el agua son de carécter aniénico y estables a pH = 4 — 10. Conviene
humectarla con glicerina previamente a su gelificacion, a fin de evitar la desecacion del
gel. Es ampliamente utilizada también como emulsificante en emulsiones O/W (aunque
es menos efectiva que la metilcelulosa). Se emplea también en la proteccién mecénica
de lesiones orales y periorales formando parte de excipientes como el orabase, y como

sustituto de la saliva fisiologica en xerostomia.

9 |



HO

8]
HO
~ HO
0 o 0
O L

OJ

o) 0

HO
OH

o n

HO

Figura 18. Estructura de la Carboximetilcelulosa. Imagen modificada de (105)

-CARBOPOL.: Las resinas de Carbopol son polimeros de acido acrilico reticulados, que
se hinchan en agua dando lugar a un espesado extremadamente eficiente con un amplio
rango de caracteristicas reoldgicas, y actuando como estabilizador de emulsiones.

El alto porcentaje de grupos de acido carboxilico son los que permiten el hinchamiento
de las resinas con el agua. Dispersadas en agua, las moléculas de carbémero se hinchan
parcialmente y desarrollan algo de viscosidad. Cuando se neutralizan con una base
soluble en agua, las moléculas de resina se hinchan completamente y la viscosidad se
incrementa . Las distintas resinas se diferencian segun su peso molecular, el grado de
reticulado y la estructura molecular. De estas diferencias dependen las caracteristicas
especificas reoldgicas y el espesado eficiente de cada resina. Se emplea como agente
emulsificante, viscosizante, suspensor y gelificante, en formulas como soluciones,
suspensiones, cremas, geles, y pomadas. Como gelificante, los carbémeros forman geles
neutros transparentes (para formar el gel es necesario neutralizar el Carbopol con una
base del tipo trietanolamina o una solucién de hidroxido sodico al 10%). El gel de
Carbopol es una base extensible no grasa, que aumenta la absorcién de los principios
activos incorporados. En este trabajo hemos utilizado el Carbopol 940.

-ACIDO CITRICO: Polvo blanco cristalino, cristales incoloros o granulos. Se utiliza
como regulador del pH. La forma monohidrato potencia esta accidon acidificante.
Tambien como sinérgico para aumentar la efectividad de los antioxidantes. Su
mecanismo de accion se basa en formar complejos con los metales que catalizan las

reacciones de oxidacion.

-CITRATO SODICO: se utiliza principalmente como acidulante, aromatizante y
conservante en alimentos y bebidas también se utiliza como antioxidante. El citrato

monosddico se emplea en ungientos y colirios, el disddico se usa como antioxidante
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para conservar los alimentos asi como para mejorar el efecto de otros antioxidantes.
También se emplea como regulador de acidez presente en gelatinas, jamones, helados,

bebidas gaseosas, vinos, quesos procesados, entre otros productos.

4.3.1. Preparacion de las formulaciones
Tras una serie de ensayos previos con distintas formulaciones, se han seleccionado las
qgue hemos considerado serian mas interesantes en nuestro trabajo, son las que se
recogen en la (Tabla 8. Composicion de las formulaciones en la que se muestra los
componentes y cantidades utilizados. A continuacion se explican los procesos para el

desarrollo de las diferentes formulaciones:

Tabla 8. Composicion de las formulaciones
Emulsion Hidrogel Emulsion Liposomada
Ingredientes (%) Ingredientes (%) Ingredientes %
Hialuronato . Hialuronato L Hialuronato .
Sadico Saddico Saddico
EGF

1 EGF en PBS 1 EGF Patentado 1
Patentado
Carbopol 940 1 Sorbitol 70% 50 Glicerol 20
CMC-Na 1 Povidona 1 CMC-Na 1
---------------------------------- Goma Xantana 0.5
Glicerina 20 Propanediol 5 Carbopol 940 0.5
Hipromelosa 1 Goma Xantana 1 Hipromelosa 1
Acido Citrico  0.125 | EDTA 0.05 | Acido Citrico  0.125
Citrato o . ) o

o 0.29 | Acido Citrico 0.125 | Citrato Sodico  0.29
Sodico
_ ) Liposistem
Tween 80 2 Citrato Sodico  0.29 2.0
Complex
Benzoato ] Benzoato
o 0.25 Benzoato sodico 0.25 o 0.25

sodico sodico
Agua csp 100 | Agua sp 100 | Agua csp100
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En este estudio se disefiaron varias formulaciones de uso bucal con excipientes idoneos
para ese tipo de aplicacion entre los que se encuentran xilitol, mentol ademéas de
gelificantes. De las férmulas disefiadas inicialmente se descartaron aquellas que
Ilevaban excipientes que pudieran alterar el sabor, olor del preparado. Seguidamente se
disefiaron y desarrollaron tres tipos de presentaciones con caracteristicas diferentes,
tanto desde el punto de vista de su composicidbn como desde un punto de vista
tecnoldgico, se prepard, un hidrogel, una emulsion y una emulsion liposomada
(utilizando un complejo con liposomas llamado Lyposystem Complex®). Para cada
presentacion se desarrollaron inicialmente tres formulaciones en donde se variaba la
composicion y concentracion de los excipientes segin las caracteristicas que iban
presentando. Para el disefio de las formulaciones se tuvieron en cuenta diferentes
variables como la apariencia visual, el color, el olor, la viscosidad, el pH, la textura, la
sensacion al aplicarlo y la capacidad de extenderse. En el desarrollo de estas
formulaciones los cambios que se hicieron fueron con los polimeros, los demas
excipientes se cambiaban en funcion de éstos. Para determinar qué polimero y en qué
cantidades debia utilizarse, nos basamos en la informacion de la ficha técnica de cada
uno, asi como en estudios previos realizados por otros autores. Tras el desarrollo de las
diferentes formulaciones, se selecciond la formulacion que, ademas de tener las
propiedades organolépticas y fisicoquimicas deseadas, pudiera vehiculizar el factor de
crecimiento epidérmico al aplicarlo por via topica para garantizar su retencion y
penetracion y lograr el posible efecto de regeneracion del tejido gingival buscado,

objetivo de esta tesis.

Para todas las formulaciones se selecciond el agua como vehiculo considerando su
compatibilidad con la encia y su amplia capacidad disolvente debido al pequefio tamafio
de su molécula, polaridad, alta constante dieléctrica y su facilidad para formar puentes
de hidrogeno. Los principios activos de las formulaciones fueron el &cido hialurénico y
el factor de crecimiento epidérmico ya que se considerd que juntos podrian actuar
logrando un efecto regenerador de alto impacto debido a sus propiedades humectantes y
regeneradoras de tejido respectivamente. Se tuvo en cuenta que fuera un producto facil
de extender para facilitar la aplicacion de parte del profesional pero que no fuera muy
fluido para que se pudiera quedar durante un tiempo adecuado en la zona de aplicacion
y asi permitir la accién de la proteina.
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Durante el disefio y el desarrollo de formulaciones que incluyen el factor de crecimiento
epidérmico se tuvo en cuenta que, tratandose de una proteina globular, puede sufrir
desnaturalizacion cuando se expone a condiciones extremas de temperatura o de pH y
por lo tanto se deben tomar las medidas necesarias para evitar la pérdida de actividad
por estas causas. Por ejemplo, cuando la proteina se calienta en medio &cido su
estructura primaria se destruye por hidrélisis; ademas si la proteina llega a sufrir
cambios importantes de pH, puede desnaturalizarse ya que los iones hidrégeno o
hidroxilo del medio pueden reaccionar con los hidroxilos o hidrégenos de la proteina
que estan formando su estructura secundaria o terciaria por medio de puentes de
hidrogeno. Por otro lado, el factor de crecimiento epidérmico tiene tres uniones o
puentes disulfuros formados a partir de las cisteinas de la secuencia de aminoacidos.
Estos son méas estables que los enlaces de hidrégeno, pero pueden romperse en

presencia de sistemas reductores alterandose su estructura terciaria (106).

Para proteger a la proteina de la desnaturalizacién, ésta se ha vehiculizado en dos
medios: aceite patentado y tampon fosfato pH 7.4. Actualmente Inves Biofarm tiene
registros de la estabilidad de la proteina en el aceite. Respecto a la proteina vehiculizada
en el tampon fosfato, se han llevado a cabo estudios y se ha demostrado una cierta

estabilidad en este tampon (107).

Sabiendo la estabilidad de la proteina en el medio acuoso (tampon fosfato 7.4) y en el
medio oleoso, se quiso determinar si las formulaciones topicas, ademas de mantener la
proteina estable, podrian aplicarse logrando el contacto y penetracion de la proteina para
poder ejercer su accion de regeneracion de tejido. De varias formulaciones
desarrolladas, se seleccion6 una para cada presentacion. Estas formulaciones
seleccionadas se compararon organoléptica y fisicoquimicamente para finalmente
quedarnos con la formulacion final que vehiculizaria la proteina.

Seguidamente se describen los detalles de elaboracién de cada una de las formulaciones
seleccionadas.
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43.1.1. Emulsion

COMPOSICION %
HIALURONATO SODICO 1.0
EGF Patentado 1.0
CARBOXIMETILCELULOSA 1.0
GLICERINA 20
CARBOPOL 940 1.0
HIPROMELOSA 1.0
ACIDO CITRICO 0.125
CITRATO SODICO 0.29
TWEEN 80 2.0
BENZOATO SODICO 0.25
AGUA csp 100

Tabla 9. Formulacion para Emulsion

En la fase acuosa, se adicionan poco a poco y en continua agitacion a unas 500 rpm, el
acido citrico, el citrato sddico y benzoato sddico. Se continua la agitacion durante 5
minutos y se adiciona el glicerol y el tween 80 manteniendo la agitacion durante otros 5
minutos, para asegurar total solubilizacién. A continuacion se incorpora la hipromelosa,
que al ser un componente muy higroscépico necesita agitacion lenta y gradual durante
un tiempo entre 20-30 minutos para disolverse completamente. Se adiciond6 muy
lentamente y en continua agitacion para evitar la formacién de grumos, la
carboximetilcelulosa sddica y se dejo agitando hasta completa homogenizacién a una
velocidad de 1000 rpm durante 10 minutos. La mezcla se dejo en reposo durante unos 5
minutos, hasta asegurarnos su perfecta homogeneizacion y estabilidad, en estas
condiciones es cuando se procede a adicionar muy lentamente y en continua agitacion
para evitar la formacion de grumos, el hialuronato de sodio. La velocidad se fue
aumentando poco a poco conforme se adicionaba el hialuronato de sodio hasta llegar a
2000 rpm. Se mantuvo esta agitacion durante unos 30 minutos, y finalmente se adiciond
aceite con el factor de crecimiento epidérmico (EGF patentado). La emulsion se dejo

agitando otros 20 minutos. Una vez preparada y totalmente homogénea se tomaron
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muestras para centrifugar, para medir pH y viscosidad y para determinar su

extensibilidad.

4.3.1.2. Emulsion Liposomada
COMPOSICION %
HIALURONATO SODICO 1.0
EGF Patentado 1.0
CARBOXIMETILCELULOSA 1.0
CARBOPOL 940 0.5
GOMA XANTAN 0.5
GLICEROL 20
HIPROMELOSA 1
ACIDO CITRICO 0.125
CITRATO SODICO 0.29
LIPOSYSTEM COMPLEX 2.0
BENZOATO SODICO 0.25
AGUA csp 100

Tabla 10. Formulacion para Emulsion Liposomada con EGF en las dos formas de

presentacion

En el agua de la formulacién, se adicionaron, uno a uno en continua agitacion a 500 rpm
los siguientes componentes: &cido citrico, citrato sédico y benzoato sédico. Aparte se
procede a la humectacién de la goma xantana con glicerol, una vez realizada esta
humectacion se incorpora a la disolucion anterior incrementando la agitacion hasta unas
1000 rpm, hasta completa homogeneizacién. Posteriormente se incorporaron la
hipromelosa y la carboximetilcelulosa sodica, incrementando el proceso de agitacion a
unas 1500 rpm. Se obtiene una preparacion viscosa, A la que se incorpora el carbopol,
todo el proceso en continua agitacion hasta la desaparicion total de grumos y obtener un
preparado completamente homogéneo, al que se adiciona el hialuronato de sodio y a
continuacion el aceite patentado con el factor de crecimiento epidérmico. Se obtuvo una

emulsion, que se dejé en agitacion otros 15 minutos, hasta una completa
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homogenizacién. El Gltimo paso fue la incorporacion del lyposystem complex, que debe
hacerse a una temperatura de 40°C. Como en el caso anterior a la formulacion estable y

completamente homogeénea es a la que se le realizaron los ensayos correspondientes.

4.3.1.3. Hidrogel
En este caso se prepara una formulacion algo diferente, es un hidrogel, por lo que la

proteina utilizada en este caso es la solucion tamponada de la misma.

COMPOSICION %
HIALURONTO SODICO 1.0
TAMPON FOSFATO CON EGF 1.0
SORBITOL 70% 50
POVIDONA 1.0
PROPANEDIOL 5.0
GOMA XANTAN 1.0
EDTA 0.05

ACIDO CITRICO 0.125
CITRATO SODICO 0.29
BENZOATO SODICO 0.25

AGUA DESTILADA csp100

Tabla 11. Formulacion para Hidrogel

Al agua de la formula se adicionan en continua agitacion a 500 rpm los siguientes
componentes: EDTA (acido etilendiaminotetraacético), &cido citrico, citrato sédico y
benzoato sodico y sorbitol. Se afiade el tampon fosfato con EGF a la preparacion y se
deja en agitacion. Aparte se ha humectado povidona con propanediol y la goma xantana,
incorporando esta mezcla a la solucion acuosa anterior, e incrementando la velocidad de
agitacion hasta unas 1000 rpm. Cuando la preparacién esta homogénea se adiciona el
hialuronato de sodio. El hidrogel obtenido, se dejé agitando hasta completa
homogenizacion a una velocidad de 2000 rpm durante una hora. Transcurrida ese
tiempo se dejoé en reposo. Cuando se observé un hidrogel estable, homogéneo v libre de
burbujas de aire, se tomaron muestras para determinar su estabilidad, de forma

semejante a los casos anteriores.
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4.3.2. Ensayo de la actividad ""in vitro"*
La efectividad bioldgica del EGF se estudiara mediante cultivo in vitro empleando las
lineas celulares, suministradas por el banco de células del CIC de la Universidad de
Granada, mostradas en la Figura 19 y que corresponden a fibroblastos normales

obtenidos a partir de piel humana y la linea celular CCD-18co de fibroblastos

Figura 19. Lineas celulares a emplear en el estudio de actividad biolégica del EGF:

fibroblastos de piel (a) y fibroblastos de colon humano CCD-18co.

Como medio de crecimiento para ambos tipos celulares se usa Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (DMEM; Sigma-Aldrich) rico en glucosa y suplementado con 10%
(v/v) de suero fetal bovino (FBS; Lonza), 1% (v/v) de penicilina-estreptomicina (P/S;
Sigma-Aldrich) y 1% (v/v) de ciprofloxacina (Sigma-Aldrich) y los cultivos se
mantienen incubados a 37°C con una atmosfera de 5% de CO, y 90% de humedad
relativa. 48 horas después del tratamiento se realizo el ensayo de viabilidad MTT (108).
Este ensayo se basa en la reduccion metaboélica del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
ilo)-2,5-difeniltetrazol, MTT (Sigma-Aldrich), realizada por el enzima mitocondrial
succinato-deshidrogenasa, dando lugar a un compuesto coloreado en azul (formazan),
permitiendo determinar la funcionalidad mitocondrial de las células tratadas. La
cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de formazan producido. La
medicién se realizd por espectrometria a 570 nm en un lector de placas multipocillo
Victor2™ (Perkin Elmer), en funcion de los datos de absorbancia se determina la

viabilidad celular. El sistema utilizado para la medida fue Infinitenanoqua®.
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4.4, ESTUDIO CLINICO PILOTO
4.4.1. METODOLOGIA
44.1.1. Disefio del estudio
Para el disefio del estudio se plantea un estudio piloto, en el que se pretende comprobar
la eficacia de un producto, basado en el desarrollo de una emulsion de acido hialurénico
unido a la Proteina EGF, comparandolo con una emulsion control, que lleva HA, todos
los componentes de la emulsidn test a excepcion del EGF.
La intervencidn realizada en los pacientes consiste en la aplicacion por electroporacion
de una emulsion de con y sin coadyuvantes para la mejora de los agujeros negros,

promover el crecimiento gingival y disminuir el tamafio del “black hole”.

-Unidad de analisis en el estudio:

Tridngulos negros. Se mide el tamafio del mismo calibrando la distancia entre el punto
de contacto interdentario y la papila con una sonda milimétrica.

Se tomaron fotos que han sido procesadas por un programa de analisis de imagenes
(GIMP) evidenciando en negro la zona del tridngulo y dejando la foto en blanco creando
un contraste. El programa calculo los pixeles que corresponden solo a las zonas negras.
Para medir las eventuales diferencias se convirtieron los pixeles en un tamafio fisico
(37).

4.4.1.2. Duracion del estudio
La duracion del estudio ha sido de 1 afio. Siendo el periodo de reclutamiento de
pacientes de 6 meses, el tiempo de seguimiento se ha hecho durante 6 meses del inicio

en cada paciente.

4.4.1.3. Poblacion de Referencia y Poblacién de Estudio
La poblacion de estudio han sido todos aquellos pacientes que han presentando agujeros
negros o "black holes" interdentarios, en los que se indique la aplicacion del tratamiento
con é&cido hialuronico y/o factor de crecimiento, para el cubrimiento del mismo dentro
del centro odontoldgico incluido en el estudio, y que cumplan con los siguientes

criterios de inclusion y exclusion.
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4.4.1.4. Criterios de inclusion y exclusion
Criterios de Inclusion:

— Pacientes atendidos en la clinica de Odontologia participante en el estudio.

— Que acepten formar parte del estudio mediante la firma del consentimiento
informado.

— Pacientes con la informacidn suficiente para la realizacion del estudio.

— Pacientes con boca sana, con encia acondicionada para que esté libre de sarro.

— Pacientes que tengan agujeros negros en sector anterior, comprendido entre
caninos de ambas arcadas dentarias

— Pacientes que no hayan tenido tratamiento antibiotico en los ultimos 6 meses.

— Pacientes con enfermedad periodontal estabilizada.

— Pacientes con edad comprendida entre 18 y 60 afios.

Criterios de Exclusion:
— Alergia o intolerancia a la formulacion objeto de estudio.
— Pacientes en tratamiento con cualquier medicamento que pueda generar
hiperplasia gingival.
—Pacientes embarazadas o en periodo de lactancia

—Pacientes con enfermedades cronicas infecciosas como VIH o Hepatitis C.

4.4.15. Tamaio Muestral
Aunque se trata de una alteracion gingival con una alta prevalencia, y dado que se ha
realizado un estudio preliminar para determinar cual es el tratamiento 6ptimo en este
tipo de defecto en las encias, el nimero total de individuos a incluir ha sido de 23
pacientes, a los que se les pueda tratar entre 1 a 10 agujeros negros.

Para la eleccidn de este nimero de pacientes, nos basamos en estudios similares (37).

4.4.1.6. Variables
El conjunto de variables recogidas de los pacientes a tratar son las siguientes:
Variables Independientes: registradas en la primera cita.
— Sexo; variable cualitativa: Varén, Mujer.
— Edad del paciente, variable cuantitativa, medida en afios.

— Uso de otros tratamientos por el paciente.
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— Consumo tabaco: n° de cigarrillos/dia

— Consumo de alcohol (gramos/dia):

Para calcular el contenido en gramos de una bebida alcoholica basta con multiplicar
los grados de la misma por la densidad del alcohol (0,8):
La formula seria: gramos de alcohol = volumen (en cc) x graduacion x 0,8
100
En Espafia una «Unidad de Bebida Estandar (UBE)» es igual a 10 gramos de

etanol puro (109) y en Gran Bretafia equivale a 8 gramos

Establecemos que mas de 3 vasos al dia, por término medio, podria suponer mas de

10 gramos de alcohol, superando la UBE.

— Higiene bucal: frecuencia de cepillado, uso de colutorios y seda dental.
— Bruxismo (rechinamiento de dientes)
— Apretador de arcadas

— Enfermedades sistémicas, como diabetes, hipertension u osteoporosis.

Variables Dependientes:

— Altura del agujero negro, objeto de estudio, midiendo con sonda milimétrica la
distancia entre el punto de contacto interdentario y el borde de la papila.

— Nivel de cresta 0sea alveolar, distancia entre el cuello dentario o terminacion de la
corona hasta el hueso crestal, medido radiograficamente (Programa de analisis de
imagenes Dent-A-View).

— Profundidad de sondaje y sangrado periodontal

— Area del espacio negro en mm2, medidas en las fotografias mediante un programa
de analisis de imagen.

Estas variables seran cuantificadas al inicio, a los 3 meses y a los 6 meses.
Excepto la primera y la Ultima, altura y area del agujero negro, que se hara una

medicion intermedia a los 3 meses.

101 |



4.4.1.7. Definicién del procedimiento
Para la inclusion de los pacientes en el estudio, sera necesario que se lea detalladamente
la hoja de informacion al paciente, se firme el consentimiento informado y que se
cumplan los criterios fijados para la insercion del paciente en el estudio. Firmado el
consentimiento informado se procederd a tomar una fotografia perpendicular a los
dientes de interés. Las fotos posteriores se tomaran en las mismas condiciones de
posicion y distancia para asi poder hacer una comparativa.
Con el objeto de evitar el posible sesgo en la seleccion y asignacion de los participantes
a cada grupo, los pacientes incluidos en el estudio, tras el proceso de aleatorizacion
consistente en sacar una bola de una bolsa que contiene la misma cantidad de elementos
de dos colores diferentes (azul o rojo), seran tratados con el producto consistente en
acido hialurénico (AH) (grupo Control) o en é&cido hialurénico méas factor de
crecimiento epidermico (AH+EGF) (grupo Test).
La asignacion del grupo (Control o Test) a cada color del paciente (Azul o Rojo) la hara
el laboratorio InvesBiofarm, para asegurar el doble ciego, por parte del paciente y del
operador clinico (G.G.P.) que interviene en la toma de registros clinicos, radiograficos y
fotograficos, asi como en la aplicacion del producto en el tejido diana.

4.4.1.8. Plan de trabajo

El estudio clinico piloto aleatorizado fue realizado por la Universidad de Granada en
cumplimiento de la Clinica Dental e Inves Biofarm. Fue un estudio controlado doble
ciego que inscribio a 23 participantes. Durante la evaluacion de la informacion del
paciente sobre el sexo del sujeto, el alcohol, el tabaco y los habitos de higiene bucal,
frecuencia de cepillado, uso de enjuague bucal, uso de hilo dental, bruxismo, diabetes,
hipertension, osteoporosis, otras enfermedades sistémicas y nimero de agujeros negros.
Reclutamiento de pacientes se llevo a cabo durante los primeros seis meses del estudio.
El tratamiento se aplico durante los siguientes cinco meses. Los pacientes asistieron a la
Clinica Dental 1 mes después de la ultima sesion de tratamiento para evaluar los efectos
del tratamiento.

El resultado principal del estudio fue evaluar los parametros de periodontitis.

Se midieron tres variables clinicas de periodontitis: profundidad de sondaje (PD),
pérdida G6sea y pérdida de insercidon clinica (CAL). La profundidad de sondaje se
determin6 mediante la linea de sondaje PCP-UN-C15. CAL se midié con imagenes de
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periodoncio del paciente analizadas por el Programa de manipulacion de imagenes
GIMP. GIMP calcul6 el pixel negro (corresponde a defectos periodontales o agujeros
negros) y los convierte a medida fisica. La pérdida 6sea se determind con la longitud de
la cresta alveolar (ACL) medida con radiografias del periodonto del paciente y
calculadas por el software Dent-A-View ©. Los datos de PD y CAL se recopilaron al
principio, a los tres meses y al final. Los datos de pérdida 6sea solo se recopilaron al

principio y al final.

4.4.1.9. Etica
Este ensayo clinico fue aprobado por los comités de ética en investigacion de la
Universidad de Granada y llevado a cabo de acuerdo con la Declaracion de Helsinki. El
estudio fue registrado clinicamente con el nimero 6 / CEIH / 2015
Todos los pacientes recibieron la informacion sobre el estudio y el consentimiento
Informado para autorizar el tratamiento y garantizar el anonimato de los pacientes.
Todos los voluntarios fueron reclutados en la Clinica Dental (Doctor E.S.F.) y aceptaron
participar en el estudio. En primer lugar, se inform¢ a cada participante con una hoja de
informacion sobre el estudio y se firmo un consentimiento informado. La informacion
de los pacientes y el resultado del estudio se guardaron en una base de datos informatica
anonima. El estudio incluyé a 23 pacientes adultos con defectos periodontales: 19
mujeres y 4 hombres de 18 a 60 afios. 11 pacientes fueron asignados aleatoriamente al
grupo 1y los pacientes restantes (12) fueron asignados aleatoriamente al grupo O.
Antes del tratamiento se realizara una limpieza o profilaxis dentaria y a continuacion se
realizard un sondaje periodontal mediante sonda periodontal PCPUNC15 (Hu-Friedy,
Chicago, IL, USA) para determinar la profundidad de sondaje (PD) y la pérdida de
insercion epitelial o grado de recesion (GR). Se tomara una radiografia intraoral digital
para determinar el nivel de la cresta 0sea, y se medira, mediante un software de analisis
digital de imagen (Dent-A-View®©), la distancia entre la cresta 6sea alveolar y el limite
amelocementario de los dientes implicados en el proceso por mesial y distal.
Se mediré la distancia entre el punto de contacto interdentario y la papila (DPC-P).
También se tomaran fotografias de las zonas a tratar, a una distancia determinada y con
el mismo zoom en todas las sesiones y en todos los casos.
Estas dos determinaciones se realizaron en cada paciente al inicio, a los 3 meses, a los 6

meses.
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Se aplicara el producto mediante maquina de electroporacién con el terminal
especificamente disefiado para la aplicacion de principios activos en la mucosa oral, ya
que debido a la forma puntiaguda de su boquilla se puede aplicar directamente en la
encia de la papila interdentaria.

4.4.1.10. Aplicacién del producto mediante eletroporacion
Utilizando la méaquina de electroporacion ITD System® (TDES) de Biotronic
Advance Develops, en los dos grupos se aplicé la cantidad de producto, en forma de
emulsion, que sea la mas adecuada dependiendo del nimero y tamafio de triangulos

negros presentes.

Figura 20. Maquina de electroporacion ITD System (Biotronic Advance

Develops)

Figura 21. Aplicador especialmente disefiado para la aplicacion en encia
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Figura 22. Aspecto de la emulsion junto con el cabezal aplicador

En la Figura 22. Aspecto de la emulsiéon junto con el cabezal aplicador se puede
observar el aspecto de la emulsidén seleccionada una vez que se predispone a su
aplicacion con el aplicador.

Se ha de introducir el producto con el NIVEL "sequence” de la maquina, para poder
proceder con las fases 1y 2 del programa:

» FASE 1: De 7 minutos de duracion. Durante esta fase el aplicador impregnado
con la formulacion que contiene los principios activos, se coloca sobre la zona papilar
en movimiento continuo. Trascurridos estos minutos se pasa a la fase 2.

» FASE 2: de 3 minutos de duracion. Igualmente, el aplicador ha de moverse de
forma continua, siguiendo movimientos circulares.
El tiempo de aplicacion del producto se ha estimado siguiendo las instrucciones del
laboratorio, en cuanto a la maxima absorcion y penetracion de los principios activos.
La aplicacion de la emulsion se hara cada semana durante 4 semanas (4 sesiones).
Después se repetird cada 15 dias durante 2 meses (4 sesiones). A continuacion 1 vez al
mes durante 2 meses (2 sesiones). Control a los 6 del inicio para comprobar la
estabilidad de los beneficios conseguidos con el tratamiento.
Durante el tratamiento el paciente debe evitar el contacto directo con:

- el operador del equipo o con cualquier otra persona
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- elementos de otros equipos conectados a la red eléctrica, dispositivos que puedan
generar interferencias radioeléctricas (moviles, mp3, camillas eléctricas, etc.).

- el sujeto debera despojarse de todos los objetos metalicos (reloj, collares, pulseras,
monedas, llaves, etc.) durante la sesion.
Tras el estudio y toma de datos, se procedera al analisis estadistico de los resultados
obtenidos.

4.4.1.11. Anélisis de datos

Los datos recogidos sobre las variables dependientes e independientes seran procesadas
mediante el programa estadistico SPSS v22.
En primer lugar se realiza un andlisis estadistico descriptivo de cada una de las variables
de la base de datos, para ello en el caso de las variables cualitativas (Sexo, Patologia,...)
se presenta una tabla de frecuencias (numero de casos y porcentaje) y como
representacion grafica el grafico de sectores. Para el caso de las variables cuantitativas
se presentara para cada una de ellas: media, mediana, desviacion tipica.
Las variables descriptivas a analizar son sexo, edad, uso de otro producto o
medicamento, consumo de tabaco y alcohol, higiene bucal, bruxismo, tensor. Las
variables de resultado son PD, ACL y CAL.
Las variables se analizaran analizadas por el software SPSS v22. Se realiza analisis
estadisticos descriptivos de cada variable experimental. La media, la desviacion
estandar y la mediana se calcularan para todas las variables clinicas. Este estudio se
analizard sin prueba paramétrica (prueba de Wilcoxon y prueba de Mann-Witney)
debido a que no hay datos normales y el tamafio de la poblacion. La prueba de
Wilconxon se utiliza para comparar la significancia entre las diferencias de medias. La
prueba de Mann-Witney (prueba U) se utiliza para analizar la importancia entre el grupo
Oy elgrupo 1.

Para todos los analisis se considerar significativo un valor a=0.05.

4.4.1.12. Dificultades y Limitaciones del estudio
Se trata de un ensayo clinico en el que aplicamos un nuevo protocolo en cuanto a pauta
de aplicacion y forma de aplicacion de la formulacion estudiada ya que desconocemos

el tiempo de reabsorcién del producto
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4.4.1.13. Seguridad
No se esperan reacciones adversas por la aplicacion del producto desarrollado con
hialurénico, ni con la- aplicacién del producto de hialurénico mas EGF.
4.4.1.14. Plan de difusion
En el presente proyecto se pretende indagar en la implicacion que tiene el &cido
hialuronico y la utilizacion de hialuronato soédico con proteina en la mejora y/o
eliminacién de los agujeros negros que se presentan en las arcadas dentarias a nivel de
los espacios interdentarios
La difusion de los resultados seguira el siguiente proceso: Publicacion en revistas
cientificas de alto impacto cientifico; y Presentacidbn en congresos y reuniones

cientificas nacionales e internacionales.

4.4.1.15. Utilidad y aplicabilidad
Con este estudio se pretende demostrar antes de proceder a un ensayo clinico mas
amplio y complejo, que el producto desarrollado sea seguro y que pueda dar mejores

resultados con respecto a la disminucion de los agujeros negros.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
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5.1. Propiedades Organolépticas de las formulaciones

Las propiedades organolépticas, la estabilidad previa y la extensibilidad se midieron
para las tres formulaciones previamente preparadas.

Segun la composicion de las formulaciones, sus caracteristicas organolépticas variaron
bastante. Dependiendo del tipo y cantidad de polimero, las formulaciones se volvian
mas 0 menos untuosas y/o viscosas. No hubo adicion de fragancia ya que este tipo de
excipientes suelen ser alergénicos y al pretender un uso tdpico, se evita cualquier
reaccion alérgica que éste pueda desencadenar. En la figura 19 se pueden observar las

tres formulaciones obtenidas.

¢ 12 formulacion: Emulsién: Se presenta como un producto blanco, viscoso, algo

pegajoso y muy suave. Al aplicarla deja sensacion de hidratacion y de suavidad.
No tiene olor y presenta un aspecto uniforme. La sensacidn pegajosa es debida a
los polimeros como la carboximetilcelulosa ya que esta presenta una gran
adhesividad. Su aspecto era mejor que el que tenian las otras formulaciones.

e 22 formulacion: Emulsion Liposomada: Se presenta como un producto

amarillo debido al complejo utilizado para la formacion de liposomas. Se aprecia
un preparado viscoso aunque es suave al aplicarla, facilmente extensible. No es
muy pegajosa. Deja un aspecto graso al aplicarla, y presenta un olor
caracteristico. Presentd grumos y particulas extrafias después de su agitacion y
separacion de fases.

e 3* formulacion: Hidrogel: Se presenta en este caso como un producto

translucido, transparente y viscoso. Al no contener aceite, no deja sensacion
oclusiva en su aplicacion. Es muy suave, refrescante, lo que puede ser debido a
las propiedades aportadas por la goma xantana. La viscosidad del hidrogel fue la
mas baja de las tres formulaciones, debido fundamentalmente a su alto contenido
en disolventes puesto que ademas del agua destilada, contiene un 50% de
solucion sorbitol al 70%; ademas el hidrogel no lleva ni carboximetilcelulosa ni
carbopol los cuales aumentan considerablemente la viscosidad de las

formulaciones.
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. EMULSION
EMULSION HIDROGEL LIPOSOMADA

Figura 23. Aspecto de las formulaciones

5.2. Prueba de Centrifugacion
Las 3 formulaciones fueron sometidas a estabilidad acelerada para observar si habia o
no separacion de fases o alguna otra alteracion cuando las muestras se estresaban al
simular un cambio en la fuerza de gravedad. En caso de que se observara alguna
inestabilidad, se tendria que volver a reformular hasta obtener la estabilidad deseada en
el producto. Para esto, se colocaron las muestras de las tres formulaciones en bafio
maria a una temperatura de aproximadamente 40°C y se centrifugaron a 3000 rpm
durante 30 minutos. La emulsion liposomada di6 alguna sefial de inestabilidad. Mientras
que el hidrogel y la emulsion resultaron estables. Estos resultados de centrifugacion nos
dan un indicio de que la emulsién y el hidrogel son estables. Sin embargo la emulsion
liposomada se descarta debido a la presencia de precipitados tras centrifugacion y de

grumos de la muestra en reposo.
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Figura 24. Aspecto de la Emulsion liposomada tras centrifugacion

5.3. Determinacion de pH

Debido a que el pH bucal en la edad adulta es de 5.5-7 las formulaciones debian cumplir
con este mismo rango de pH. Si no cumplia con el rango establecido, se debia hacer un
ajuste con &cido citrico para acidificar o con soluciéon de hidréxido de sodio para
alcalinizar. Es importante determinar el pH de cada formulacion ya que al tener un pH
fuera del rango especificado, se pueden producir reacciones alérgicas en la encia
dejandola por ejemplo, sensible cuando se ha aplicado una formulacion muy alcalina o
producir rojez e inflamacion cuando la formulacion es muy acida.

Aunque la Emulsion liposomada en el ensayo de centrifugacion resultd ser inestable, se
tomaron las medidas de pH de los tres desarrollos.

FORMULACION pH
Emulsion 5.95
Emulsion Liposomada 5.68
Hidrogel 5.53

Tabla 12. pH de las formulaciones

En la (Tabla 12. pH de las formulaciones se muestra la media de tres determinaciones
de pH a las formulaciones definitivas, como se puede comprobar, todas las
formulaciones presentan un pH idéneo para administrar por via bucal. Dado que el pKa

aproximado para la familia de polimeros de poli (acido acrilico) esta entre 4 y 5. La
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fuerza adhesiva méaxima de estos polimeros se observa alrededor de pH 4-5 y disminuye
gradualmente por encima de un pH de 6. Como resultado teniendo en cuenta la
compatibilidad de los pH con el ambiente bucal y con los requisitos para mantener la
caracteristica de mucoadhesividad las tres formulaciones han presentado un pH idéneo.
También respectan el pH ideal de los activos incluidos en la formulacion.

El pH en la interfaz bioadhesiva al sustrato puede influir en la adhesion de los
bioadhesivos que poseen grupos ionizables. Muchos bioadhesivos utilizados en la
administracion de farmacos son polianiones que poseen funcionalidades de &cido
carboxilico. Si el pH local estad por encima del pKa del polimero, se ionizard en gran
medida; Si el pH esta por debajo del pKa del polimero, estara ampliamente desionizado.
Algunos potenciadores de penetracion cominmente utilizados son las sales biliares, los
acidos grasos y el laurilsulfato de sodio.

El pH de la formulacion a administrar es otro factor farmacéutico que debe considerarse
durante la formulacién de productos de administracién bucal que contienen principios
activos ionizables. El pH de la formula bucal debe estar cerca de un pH neutro ya que el
pH de la saliva es de 6.6 a 7.4. Las grandes diferencias en el pH pueden causar irritacion

en el sitio de la mucosa.

5.4. Determinacion de Viscosidad
La (Tabla 13. Viscosidades, de las tres formulaciones) muestra los valores de
viscosidad, media de tres determinaciones para cada una de las formulas ensayadas.
Como ya se comentd anteriormente en la descripcion de las propiedades organolépticas,
a simple vista, la formulacién menos viscosa fue el hidrogel y la mas viscosa fue la
emulsion liposomada. La alta viscosidad de la emulsién liposomada puede deberse a la
cantidad de polimeros que lleva en su formulacion y al complejo de liposomas el cual
también puede estar aportandole viscosidad. La emulsién puede considerarse de una
viscosidad intermedia idénea para su aplicacion, ya que una viscosidad elevada no
permite una facil aplicacion localizada del producto, su extensibilidad es dificultosa, por
el contrario, una formulacién con baja viscosidad hace que los activos no permanezcan
el tiempo suficiente en el sitio diana y por tanto no puedan proporcionar el efecto

farmacoldgico deseado
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FORMULACION VISCOSIDAD
(mPa*s)
Emulsion 16401
Emulsion Liposomada 30932
Hidrogel 6789

Tabla 13. Viscosidades, de las tres formulaciones

5.5. Determinacion de Extensibilidad
Para observar la extensibilidad de las tres formulaciones seleccionadas, se colocaron
300 £ 0,200 mg de cada formulaciéon en un extensdmetro. Las muestras se presionaron
entre la superficie del extensometro y la superficie de un vidrio graduado (peso del
vidrio: 25g). Trasponer el vidrio encima de la preparacion, se fueron colocando
sucesivamente, en intervalos de 1 minuto, pesas de 1, 2, 5, 10, 20, 50, 100, 200, 500 y
1000 g. Para cada formulacion, se determinaron los radios perpendiculares en cada uno

de los intervalos de tiempo.

Se tomaron tres medidas para cada peso colocado sobre el vidrio. Los ensayos se
realizaron evitando al maximo el deslizamiento del vidrio. Los resultados se expresaron
como area de las superficies observadas. La (Tabla 14. Ensayo de Extensibilidad —

Comparacién entre formulaciones) muestra los resultados obtenidos.

Ensayo de Extensibilidad
5000
]
. 4000 L =
53000 — 9 _ )
£ / —¢— Hidrogel Area
(1]
g 2000 = ——Emulsion Area
1000 Liposomas Area
o |
0 200 400 600 800 1000
Peso (g)

Tabla 14. Ensayo de Extensibilidad — Comparacion entre formulaciones
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El estudio de extensibilidad es importante realizarlo ya que no solo se pretende que este
producto se vea agradable comercialmente sino también que no haya ausencia de
discontinuidades al ser extendido durante su aplicacién ya que si esto ocurre no se
podria asegurar el contacto de sus principios activos en la superficie de la encia. La
extensibilidad determina la disponibilidad y eficacia de los ingredientes activos de la
formula tras su aplicacion. La alta extensibilidad mejora la administracion local de
ingredientes activos y la union de polimeros mucoadhesivos al tejido gingival. El
hidrogel y la emulsion liposomada tenian una extensibilidad similar que aumentaba con
un peso elevado a 3000 mm? aproximadamente con 1000 g de peso. La extensibilidad
de la emulsion es la mas elevada permaneciendo constante a partir de los 100 g de peso

y alcanzando un valor por encima de 4000 mm?

En base a todos los estudios realizados y los resultados obtenidos, la Emulsion y el
Hidrogel siguieron los adelante para evaluarlos con ensayos de estabilidad de corto y

largo plazo.

5.6. Estudio de estabilidad previa
Para la realizacion de este estudio con la emulsion y el hidrogel, se pusieron muestras
por triplicado de las mismas en frascos de plastico y en tubos de vidrio transparentes
con tapa asegurando un buen cierre para evitar la pérdida de algin componente o la
contaminacion de la muestra. Se comprob6 que la cantidad de muestra colocada en los
frascos fuera suficiente para realizar los andlisis necesarios, que no existiera algin
componente de la formulacién que fuera incompatible con el plastico y con el vidrio, y
gue hubiese un espacio vacio en el recipiente con muestra (aproximadamente un tercio

de la capacidad del frasco) para posibles intercambios gaseosos.

e La primera muestra se coloco en un tubo de vidrio. Se midio el pH y la
viscosidad inicial de cada formulacion. Posteriormente el tubo se cerr6 bien y
se llevd a congelacion (temperatura: -4 °C) durante 24 horas. A las 24 horas, se
sacé el tubo del congelador y se almacen6 a temperatura ambiente otras 24
horas. Pasadas estas 24 horas, el tubo se volvi6 a llevar al congelador y se
volvid a repetir el ciclo de congelar y descongelar por 24 horas hasta completar

3 ciclos. Cumplidos los 3 ciclos, a los 7 dias, se volvio a analizar el pH y la
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viscosidad para determinar la estabilidad de cada producto. El tubo se
almacen0 a temperatura ambiente (25°C) para volver a tomar datos de pH y
viscosidad a los 15 y a los 30 dias.

¢ Lasegunda muestra se coloco en un frasco de plastico con tapa y se utilizé6 como
reserva para realizar los analisis de caracterizacion, liberacion, permeacion,
actividad y estabilidad del factor de crecimiento epidérmico utilizando las
células de Franz, el espectrofotometro y los cultivos celulares.

o La tercera muestra se colocé en otro frasco de plastico con tapa y se almaceno

como muestra comparativa.

5.6.1. Estudio de estabilidad previa Emulsion
Para determinar la estabilidad de la emulsion, en los ciclos de congelacion vy
descongelacion citados anteriormente (ciclos de 24 horas a temperatura ambiente y 24
horas a -4°C), se realizaron durante todo el tiempo que durd el ensayo observaciones
periddicas sobre las caracteristicas organolépticas (aspecto, color, olor, textura y
sensacion al aplicarlo), se tomaron medidas de pH (Tabla 12. pH de las formulaciones el
dia que se prepard la formulacion, a los 7, a los 15 y a los 30 dias. Durante este periodo
la muestra estuvo sometida a las condiciones de congelacion/descongelacion, explicadas
en la metodologia. Como se puede observar, no se observaron variaciones significativas
de pH y se obtuvieron valores en torno a 5.9 £ 0.1. Al ser este un producto de uso topico

gingival, los valores obtenidos de pH a traves del tiempo son iddneos para su uso.

Por otro lado, en la (Tabla 15. Ensayos de estabilidad previa Emulsion), se puede
observar que la viscosidad aumenta con el tiempo. Esto puede ser debido a que &cido
hialuronico, al ser una sustancia tixotropica, cuando se le aplica una fuerza de
cizallamiento, su viscosidad disminuye pero al dejarlo en reposo vuelve a recuperar su
viscosidad. Esta recuperacion puede tardar horas, semanas o incluso meses. Por lo tanto
estos resultados son ldgicos ya que como en el tiempo 0, la muestra estaba recién
agitada, habia sufrido una fuerza de cizallamiento muy alta y con el tiempo, por la
ausencia de esta fuerza su viscosidad va aumentando hasta estabilizarse.

El comportamiento tixotropico puede observarse cuando se aplica manualmente ya que
al frotar un poco se observa una disminucion en la viscosidad que lo hace més facil de

extender, pero una vez se deja de masajear, se va haciendo menos fluido lo que puede
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ser interesante en el caso que nos ocupa, ya que permite que los principios activos
puedan quedarse durante un tiempo adecuado en el lugar de aplicacion y asi permitir la

accion de la proteina.

Tiempo (dias) pH Viscosidad (mPa*s)
Inicial 5.95 16401
7 5.84 16755
15 5.86 17504
30 5.87 18917

Tabla 15. Ensayos de estabilidad previa Emulsion

pH de la emulsion
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Figura 25. Valores de pH de la emulsion a diferentes tiempos
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Figura 26. Valores de viscosidad de la emulsion a diferentes tiempos
El aspecto, la extensibilidad y la viscosidad que nos predice su grado de mucoadhesion
son esenciales para el disefio de formulacion galénica a la que va a ir destinada, es por
ello que a esta formulacion se le continuaron haciendo el resto de estudios de
estabilidad.

5.6.2. Estudio de estabilidad previa Hidrogel
Para determinar la estabilidad del hidrogel, se procedio con el mismo protocolo anterior
aplicado para la emulsion. En los ciclos de congelacién y descongelacion citados
anteriormente se realizaron durante todo el tiempo que dur6 el ensayo observaciones
periddicas sobre las caracteristicas organolépticas (aspecto, color, olor, textura y
sensacion al aplicarlo), se tomaron medidas de pH (Tabla 16. Ensayos de estabilidad
previa Hidrogelel dia que se prepar6 la formulacion, a los 7, a los 15 y a los 30 dias.
Durante este periodo la muestra estuvo sometida a las condiciones de
congelacidn/descongelacion, explicadas en la metodologia. Como se puede observar, no
se observaron variaciones significativas de pH y se obtuvieron valores en torno a 5.5+
0.1. Al ser este un producto de uso topico gingival, los valores obtenidos de pH a través

del tiempo son idéneos para su uso.

Tiempo (dias) pH Viscosidad (mPa*s)
Inicial 5.53 6789
7 5.56 6890
15 5.49 6650
30 5.52 6670

Tabla 16. Ensayos de estabilidad previa Hidrogel

Por otro lado, en la Figura 28. Valores de viscosidad del hidrogel a diferentes
tiempos, se puede observar que la viscosidad aumenta ligeramente en la medida a los 7
dias pero en el punto de 30 dias disminuye. Esto puede ser debido a que la formulacién
al ser prevalentemente acuosa con el tiempo Yy aplicando ciclos de calor y frio se ha
visto afectada. Una mayor viscosidad se da cuando el agua es limitada en el sistema
debido a un aumento en la elasticidad, causada por la formacion compleja entre el

activo y los polimeros. Se han encontrado estudios en los que mientras se formulaba en
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presencia de grandes cantidades de agua, el complejo activo-polimeros precipita, lo que

conduce a una ligera disminucién en el caracter adhesivo y su viscosidad (110).

pH del Hidrogel

5,57
5,56 A

;o0 / N\

e 4 \

(4 N —
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5,48
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Figura 27. Valores de pH del hidrogel a diferentes tiempos

Viscosidad del Hidrogel
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Figura 28. Valores de viscosidad del hidrogel a diferentes tiempos

Por las constantes que presento el hidrogel durante el estudio de estabilidad previa, se

seleccion0 para seguir adelante con los estudios de corto y largo plazo.
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5.6.3. Estudio de Estabilidad Corto Plazo Hidrogel

La vida util implica el periodo de tiempo en que el producto mantiene sus propias
actividades, funciones y propiedades fisico-quimicas, y aun es seguro para la salud
humana, mediante el ensayo descrito anteriormente, el aspecto, y el pH no sufren apenas
modificacion alguna desde el momento de su preparacion, sin embargo es la
viscosidad ha dado una ligera variacion.

La estabilidad de corto plazo (3 meses) nos da un indicio méas acertado de la capacidad
de la formula de mantener sus propiedades en el tiempo tras ser sometida a
determinadas condiciones de estrés.

Para el hidrogel durante los 90 dias de estudio se estudiaron las constantes fisico
quimicas y microbioldgicas.

El pH, viscosidad y espectro infrarrojo resultaron mantener valores dentro de

especificaciones.

TIEMPO | pH VISCOSIDAD IR CONSTANTES
MICROBIOLOGICAS

Inicial 5.57 6789 1 TAMC: <100 UFC/g o ml
TYMC: <100 UFC/g o ml

15 Dias 541 6650 0.994 | N/A

30 Dias 5.55 6670 0.993 | N/A

60 Dias 5.55 6230 0.999 | N/A

90 Dias 5.47 5960 0.998 | TAMC: <100 UFC/g o mi
TYMC: >100 UFC/g o0 ml

Tabla 17. Estudio de estabilidad a corto plazo Hidrogel

A los 90 dias microbiol6gicamente presentd contaminacion por hongos y levaduras en
el recuento total. Por lo que la formulacién se excluyo del estudio. También al mismo

tiempo se dieron por finalizados los estudios de largo plazo.
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5.6.4. Estudios de Estabilidad Corto Plazo Emulsion
La emulsion mantuvo unos valores de los parametros estudiados dentro de
especificacion durante el estudio de estabilidad previa. El aspecto, y el pH no sufrieron
apenas modificacion alguna desde el momento de su preparacién, sin embargo es la
viscosidad la que se incrementa ligeramente a lo largo del tiempo de ensayo,
manteniéndose en rangos, debido a la propiedad tixotrépica del acido hialurénico. Esta
caracteristica permite una facil aplicacion en la encia y la retencion de principios activos
cuando estd en condiciones estaticas, aumentando asi el tiempo de exposicion y la
eficacia potencial. La emulsion se presentd como la candidata para seguir adelante con
los estudios de corto y largo plazo y aplicarla posteriormente a los pacientes voluntarios
del estudio in vivo planteado en este proyecto. En la (Tabla 18. Estabilidad a corto plazo
Emulsion) se recogen los datos resultantes durante el estudio de corto plazo cuya
duracion fue de 3 meses en condiciones de estrés ambiental como se especifico en el
apartado 4.2.8. en estufas de 40£2°C y con 75% de humedad, durante el cual se han
medido en 5 diferentes puntos las constantes establecidas. La emulsion resultd

mantenerse estable durante los 90 dias en todos los parametros estudiados.

TIEMPO | pH VISCOSIDAD IR CONSTANTES
MICROBIOLOGICAS

Inicial 5.75 16401 1 TAMC: <100 UFC/g o ml
TYMC: <100 UFC/g o ml

15 Dias 5.82 17504 0.985 N/A

30 Dias 5.83 18917 0.994 N/A

60 Dias 5.82 18120 0.998 N/A

90 Dias 5.86 17610 0.995 TAMC: <100 UFC/g o mi
TYMC: <100 UFC/g o ml

Tabla 18. Estabilidad a corto plazo Emulsion

5.6.5. Estabilidad Largo Plazo Emulsién
Paralelamente cuando la muestra entra en estufas de estabilidad de corto plazo, entra
también en la estufa de largo plazo. Durante 5 afios se mediran los pardmetros
especificados en la estabilidad de corto plazo o acelerada. Las condiciones ambientales

como anteriormente se ha comentado en el apartado 4.2.8 han sido de 25£2°C y 60% de
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humedad. Durante ese tiempo para la emulsion se han obtenido 9 puntos de medidas en
el cual mantuvo todas sus constantes dentro de especificaciones. Por lo cual resulta ser

una formula estable con una caducidad de 4 afos.

TIEMPO | pH VISCOSIDAD IR CONSTANTES
MICROBIOLOGICAS

Inicial 5.95 16401 1 TAMC: <100 UFC/g o mi
TYMC: <100 UFC/g o ml

3 meses 5.86 17610 0.993 TAMC: <100 UFC/g o ml
TYMC: <100 UFC/g o ml

6 meses 5.96 17430 0.994 N/A

9 meses 6.01 17520 0.995 N/A

12 meses | 5.69 17700 0.994 N/A

18 meses | 5.71 17985 0.986 N/A

24 meses | 5.90 18010 0.995 TAMC: <100 UFC/g o ml
TYMC: <100 UFC/g o ml

36 meses | 5.87 18150 0.994 N/A

48 meses 5.94 18345 0.994 N/A

60 meses | ----- | -e- | emeem | e

Tabla 19. Estabilidad largo plazo Emulsion

Una vez realizados estos estudios de estabilidad previa, corto y largo plazo era necesario
en el trabajo de investigacion disefiado el determinar, si el activo incorporado podia
liberarse del excipiente en el que se encuentra, para ello, se procede en primer lugar a
poner a punto el método de valoracion para posteriormente proceder al estudio de
liberacion y permeacion utilizando las células de Franz y seleccionando la membrana

adecuada en cada caso.

5.7. Valoracion del factor de crecimiento epidérmico
Las medidas se han llevado a cabo utilizando un espectrofotometro Pelkin-Elmer
UV/Vis Lambda 40. Dicho método se ha empleado con el objetivo de:
- Determinar el espectro de absorcion de la proteina, obteniendo asi la longitud de onda

donde se produce la méxima absorcion.
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- Obtener la recta de calibrado de la proteina. para poder posteriormente utilizarla
cuando se obtengan las muestras de liberacion/permeacion.

Para la obtencidn del espectro correspondiente, se utiliza una solucion de 10 ml proteina
en tampon pH 7.4 a una concentracion de 10 ppm y se realizé un barrido desde 200 a
400 nm (Figura 29. Espectro de absorcion del EGF (10ppm). para determinar el pico de
méaxima absorcion, y utilizar el valor de la maxima longitud de onda para elaborar la
recta de regresion correspondiente. Al realizar el espectro, no debe olvidarse que la
proteina es un compuesto muy complejo, de tal forma que se conoce que los residuos de
cadenas laterales aromaticas (Trp, Tyr y Phe) de la superficie de las proteinas tienen
absorbancia UV en la region de 240-300 nm (111). La superficie de EGF tiene residuos
de tirosina (Tyrl3 y Tyr37) (65)(112), que pueden tener un pico de absorbancia a 275
nm cuando el pH es neutro. Por lo tanto, dimos por bueno, que el pico de absorbancia
UV-VIS de EGF era de 275 nm, aunque el espectro ultravioleta del EGF mostré una
baja intensidad de absorbancia a 275 nm y un pico algo mayor a 220 nm. El pico méas
bajo a 275 nm puede deberse a una baja concentracion de proteinas y un bajo poder de
absorcion de la tirosina. El pico alto a 210 nm, es un valor proximo a 200 nm puede dar
lugar a error, ya que lo ideal es que aparezca una absorbancia maxima a partir de los
230 nm.
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Figura 29. Espectro de absorcién del EGF (10ppm).
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A continuacion, se realizaron espectros de la proteina Figura 30. Espectros de la
proteina a distintas concentraciones, (Tabla 20. Valores de absorbancia para las

concentraciones de proteina) para elaborar la recta de regresion correspondiente.

Concentracion Absorbancia
(ppm)

100 0.1121

10 0.0403

5 0.0388

2,5 0.036

1,25 0.0223

0,625 0.0222
0,15625 0.0173

Tabla 20. Valores de absorbancia para las concentraciones de proteina

100 ppm
N [i] ppm
— pprm

— 5 ppm

_LEE ppm
0,625 ppm

1 — 015625 pprm
200 250 300 E 1] 400

Longitud de onda {nm)

Espectro de la proteina a diferentes concentraciones.

Figura 30. Espectros de la proteina a distintas concentraciones
Se observa la similitud de las muestras a bajas concentraciones obteniendo un espectro

mas diferenciado y con mayores absorbancias en la concentracion de 100 ppm.
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Recta de calibrado del EGF
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Figura 31. Recta de Calibrado EGF
La ecuacion obtenida fue: Y = 0.0009X + 0.0265. Con un coeficiente de regresion (R?2

= 0.9554).

5.8. Estudio de Cesion/Permeacion con Células de Franz
Para determinar la cesién/permeacién del factor de crecimiento epidérmico se utilizan
en el primer caso membrana sintética, concretamente de nylon y en el segundo piel de
pollo, y se realiz6 todo el proceso de acuerdo con la descripcion del método descrito en
el apartado 4.2.5. Se preparan dos emulsiones una con EFG vy la otra sin él, y se toman
muestras en tiempos diferentes, todas las muestras obtenidas en este ensayo se analizan
por espectrofotometria.
Se hicieron estos dos controles diferentes para saber con precision si la actividad
regenerativa de la formulacion que posteriormente se iba a observar en vivo, se debe
unicamente al factor de crecimiento epidérmico o si el &cido hialurénico también ayuda
de alguna forma en conseguir el efecto deseado.
La concentracién de EGF en los ensayos de cesién y permeacion se calculd con la
ayuda de la ecuacion de la recta.
En la (Tabla 21. Concentraciones de EGF en los ensayos de cesion y permeacion) se

muestran los resultados obtenidos en ambos ensayos para distintos tiempos ensayados.
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Tiempo | Absorbancia | Absorbancia | Absorbancia | Concentracion
275 nm 275 nm 275 nm EGF | EGF (ppm)
Control Emulsion
Cesion 30 min | 0.0132 0.0411 0.0279 1.26-10°
Nylon 3horas | 0.0498 0.0949 0.0451 1.67-10°
24 0.1287 0.4118 0.2831 2.31.10*
horas
Permeacion | 30 min | 0.0173 0.1039 0.0866 5.41-10°
3horas | 0.0257 0.2179 0.1922 1.49-10°
24 0.2421 0.9457 0.7036 6.09-10"
horas

Tabla 21. Concentraciones de EGF en los ensayos de cesidn y permeacion

La absorbancia en las alicuotas en blanco y en emulsion fue mayor en la membrana de
piel de pollo que en la membrana de nylon. Para la membrana de nylon, la
concentracion de EGF aument6 con el tiempo, no pudimos obtener valor alguno a los 30
minutos, pero la concentracion encontrada fue de 1.67 ¢ 10° ppm a las 3 horas y 2.31
10* ppm a las 24 horas (Tabla 21. Concentraciones de EGF en los ensayos de cesion y
permeacion) Cuando se realiza la cesion, utilizando la piel de pollo, obtenemos a los 30
minutos una concentracién de 5.41-10° , pero después de 3 horas, la concentracion
aumento 1.49-10%y a las 24 horas fue 6.09-10".

La baja concentracion de proteinas nos hizo pensar en la baja sensibilidad del método de
medida para la proteina.

La cesion de la emulsién aumentd con el tiempo de exposicion; la intensidad de la
absorbancia apenas se aprecio a los 30 minutos pero si aument6 un poco a las 3y 24
horas en ambos ensayos. Los espectros de la preparacion, cuando se utilizo la
membrana de nylon tienen un contorno similar al espectro de la solucion de EGF. Sin
embargo, los espectros de la preparacién cuando se utilizé la piel de pollo como
membrana para el estudio de cesién, son algo diferentes, probablemente debido a la
complejidad de la membrana empleada, pensamos que posiblemente la composicion de
El aumento de la intensidad de absorbancia en el intervalo de 275 nm tanto en los
espectros de cesion como de permeacion podria estar relacionado con la
desnaturalizacion de EGF. La membrana puede alterar la estructura de la proteina, y
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serian los residuos de cisteina con sus enlaces disulfuro internos los que darian lugar a

la absorcion observada a 260 nm, como otros autores han confirmado en estudios
similares (113) (114).
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Figura 32. Absorcion de alicuotas en tres puntos a 275 nm en el ensayo de cesion.

La absorbancia en las alicuotas del blanco y de la emulsién fue mayor utilizando la

membrana de la piel de pollo que cuando se emple6 la membrana de nylon. La

concentracion de EGF en alicuotas a los 30 minutos no se pudo medir, dada las bajas

concentraciones que podrian haberse liberado (Figura 32. Absorcion de alicuotas en tres

puntos a 275 nm en el ensayo de cesion.
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Figura 33. Absorcion de alicuotas de tres puntos a 275 nm en el ensayo de
permeacion.

La permeacion global de la emulsion aumenta con el tiempo de exposicion de la
férmula. La penetracion especifica de EGF tiene una cesion maxima a las 24 horas. Los
datos obtenidos, nos pueden indicar que cuando utilizamos como membrana la piel de
pollo la penetracion de la proteina es mayor que cuando se emplea la membrana de
nylon, pero podria ser proteina degradada o un falso positivo (proteinas residuales de la
mucosa). Se requieren mas experimentos para analizar la vida util y la integridad de
EGF después de atravesar la membrana de la piel de pollo.

Por otro lado, los resultados obtenidos en los ensayos de cesion y permeacién nos
indican la dificultad de valoracidn de la proteina por espectrofotometria, es por ello que
para confirmar los resultados obtenidos, hemos recurrido a la realizacion del estudio in

vitro.
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5.9. Estudio in vitro utilizando cultivos celulares

La importancia de los estudios de viabilidad celular ‘in vitro’ radica en evaluar si los
productos utilizados en una formulacion pueden o no ser citotoxicos para las células, o
por el contrario pueden favorecer el crecimiento de las mismas, de esta forma puede
obtenerse informacion acerca de su biocompatibilidad. En nuestro caso, con la
formulacién ensayada, se ha pretendido conocer si el activo incluido en la formulacién
puede favorecer el crecimiento celular y en que medida lo hace. El objetivo y
justificacion de este estudio, reside en analizar la efectividad que un activo puede
presentar en el organismo vivo mediante la evaluacion del nimero de unidades celulares
vivas a lo largo del tiempo de contacto con el preparado. Como se ha explicado en el
apartado de materiales y métodos, el estudio de viabilidad celular consiste en medir la
absorcion que presentan las distintas muestras analizadas, en nuestro caso ha sido una
preparado sin EFG (blanco), y dos preparados con EFG, uno recién preparado y otra con
un tiempo de envejecimiento de 3 afios.

En la (Tabla 22. Numero de células encontrado en las tres formulaciones y el valor
promedio en cada caso) y Figura 34. Microfotografias del crecimiento celular
experimentado con la formulacion aplicada (A) blanco; (B) 3 afios y (C) recién
preparada se puede observar el crecimiento celular experimentado tanto con el blanco

(A), como con la formulacién 3 afios (B) y con la recién preparada (C)

NuUmero de células

Blanco (A) Formulacion 3 aflos  Formulacién recién
(B) preparada (C)

162 318 394

178 315 384

201 311 370

197 297 380

185 301 362

188 325 389

Promedio: 185 Promedio: 311 Promedio: 380

Tabla 22. Numero de células encontrado en las tres formulaciones y el valor

promedio en cada caso
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(A) (B) (©)

Figura 34. Microfotografias del crecimiento celular experimentado con la

formulacién aplicada (A) blanco; (B) 3 afios y (C) recién preparada

Se puede afirmar ante estos resultados que con estos ensayos in vitro se comprueba un
crecimiento celular, en este caso, el crecimiento observado con respecto al blanco es de
un 68% en la formula de 3 afios de antigliedad y de un 105% en la formulacion recién
preparada. Nuestro objetivo era el poder determinar si el factor EFG de alguna forma
contribuye al crecimiento celular, y efectivamente si lo hace, aunque hay que destacar
como el paso del tiempo también influye, llegando a afectarle negativamente.

5.10. Estudio Microbioldgico

Como se ha comentado con anterioridad, (apartado 4.2.5) son necesarios para confirmar
la estabilidad de la formulacion y poder comprobar la presencia o ausencia de
microorganismos. Los resultados de este andlisis de determinacién de patdégenos se
expresaran siempre como Ausencia o Presencia de microorganismo en 1 ml de
producto.

La emulsion que ha sido analizada microbiol6gicamente en todos los puntos de muestro
analiticos de estabilidad de corto y largo plazo ha resultado conforme en todos los

patogenos estudiados.
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Aerobios:

Figura 35. Inicio y fin andlisis microbiol6gico ensayo aerobios

Ausencia total de microorganismos aerobios

Hongos:

NN
Figura 36. Inicio y fin analisis microbiolégico Inicio y fin hongos
Ausencia total de hongos al sembrar y tras incubacién a 37°C durante 7 dias

Escherichia coli:

Figura 37: Inicio y fin analisis microbioldgico E.Coli

Ausencia total.
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Candida albicans:

Figura 38. Inicio y fin andlisis microbiol6gico Candida Albicans.
Ausencia total

Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa

Figura 39: Inicio y fin analisis microbiologico S.Aureus y P. Aeruginosa

Ausencia

El sistema conservante empleado ha sido eficiente para garantizar un control
microbioldgico éptimo, obteniendo ausencia total de contaminacién de los patogenos
estudiados.

Podriamos resumir todos los estudios realizados en el apartado de disefio de las
formulaciones, indicando que las propiedades fisico-quimicas y organolépticas de una
formulacion semisdlida son esenciales en el disefio de formulas. Los polimeros
empleados con caracteristicas de mucoadhesion proporcionan una extensibilidad y
viscosidad apropiadas para controlar la liberacion del ingrediente activo y la adhesion a
la superficie de contacto. El disefio de la formulacion incluye la evaluacién y el cribado
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de la estabilidad asi como la eficacia de la bioactividad, por tanto una formulacién
estable es fundamental para mantener la efectividad del tratamiento.

En base a todo ello es por lo que se selecciond la emulsion para su posible uso en el
tratamiento de periodontitis, para ello se plantea un estudio piloto controlado aleatorio.
descrito en el apartado anterior 4.4.

5.11. Resultados y discusion estudio clinico

5.11.1. Estadisticas
Las variables descriptivas analizadas fueron sexo, edad, uso de otro producto, o
medicamento, consumo de tabaco y alcohol, higiene bucal, bruxismo. Las variables de
resultado fueron PD, ACL y CAL. Las variables fueron analizadas por el software SPSS
v22.

— Estadistica descriptiva
Se realizaron analisis a cada variable experimental. Media estandar, La desviacion y la
mediana se calcularon para todas las variables clinicas. Esta el estudio se analiz6 segun
prueba no paramétrica (prueba de Wilcoxon y prueba de Mann- Test de Witney) debido
a que no hay datos normales y al tamarfio de la poblacion. Prueba de Wilcoxon se utilizo
para comparar la significancia entre las diferencias de medias. La prueba de Mann-
Witney (prueba U) se utilizé para analizar la importancia entre grupo 0 y grupo 1. La
hipotesis nula del estudio es que no hay significancias estadisticas en los parametros
clinicos (CAL, longitud AC y PPD) entre el grupo 1 y el grupo 0. Un nivel de o > 0.05

fue considerado significativo

Las frecuencias descriptivas de las variables se calcularon con los datos del paciente.

informacion (Tabla 23. Frecuencias descriptivas de las variables).
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Tabla 23. Frecuencias descriptivas de las variables
Variables Frecuencias
GrupoO | Grupol

N° 11 12

Mujeres 8 11

Hombres 3 1

Fumador 3 1

Consumidor de Alcohol 0 1

Higiene Oral 2 2

Una vez al dia 0 1

Frecuencia de Dos veces al dia 2 3
lavado de dientes

Tres veces al dia 9 8

Uso de enjuague bucal 3 1

Uso de hilo dental 10 9

Bruxismo 3 5

Apretador 4 6

Diabete 0 0

Hipertension 0 0

Osteoporosis 0 1

Otras enfermedades sistémicas 2 1

1 Black hole 1 0

2 black holes 1 1

3 Black holes 3 5

NGmero de black | 4 black holes 1 3

holes 5 black holes 5 0

6 black holes 0 1

7 black holes 0 1

8 black holes 0 1

Los voluntarios fueron asignados de forma aleatoria al grupo 0 y el grupo 1 al azar. 8
mujeres y 3 hombres fueron incluidos en el grupo 0 y 11 mujeres y 1 hombre en el
grupo 1. Los pacientes que consumian de tabaco y alcohol fueron mayores en grupo 0
que en el grupo 1. La mayoria de los pacientes solian cepillar los dientes tres veces al

134 |



dia (9 pacientes en el grupo 0 y 8 pacientes en el grupo 1) y usaban habitualmente hilo
dental (10 pacientes del grupo 0 y 9 pacientes del grupo 1). Solo un paciente tenia
osteoporosis involucrada en agravamiento de periodontitis en el grupo 1. Las otras
enfermedades sistémicas fueron artrosis (un paciente en el grupo 0), hipotiroidismo (un
paciente en el grupo 0) y esclerosis multiples (un paciente en el grupo 1). La mayoria de
los pacientes tenian entre 3 a 5 defectos periodontales. En el grupo 0 habia: un paciente
COoN un agujero negro, un paciente con 2 agujeros negros y un paciente con 4 agujeros
negros, tres pacientes con 3 agujeros negros y cinco pacientes con 5 agujeros negros. En
grupo 1 habia: un paciente con 2 agujeros negros, cinco pacientes con 3 agujeros
negros, tres pacientes con 4 agujeros negros, un paciente con 6 agujeros negros, un
paciente con 7 agujeros negros y un paciente con 9 agujeros negros. Se calcularon las
diferencias medias de muestras de pares para variables de (PD, ACL y CAL). Las
muestras de pares se consideraron las diferencias entre los datos iniciales y los datos de
3 meses (denominado 1-3P), entre los datos iniciales y datos de 6 meses (llamado |-6P)
y entre datos de 3 meses y datos de 6 meses (llamado 1-36P). Para el parametro de
Profundidad de sondaje (PD) el resultado a los 3 meses (I-3P) en el grupo 0 fue -0.5526
+ 0.4157 mm. Para el PD a los 6 meses (I-6P) el promedio fue-0.7949 + 0.4690. La
media de PD desde el tercer mes hasta el sexto mes (1-36P) fue -0.2500 + 0.3811. La
media del grupo 1 en el pardmetro de profundidad de sondaje (PD) a los 3 meses (I-3P)
fue -0.6471 + 0,5941. Siempre en el grupo 1 el PD a los 6 meses (I-6P meses) fue -
0.8824 £ 0.7719. En la profundidad de sondaje PD en el grupo 1 la media obtenida entre
el tercer y el sexto mes (I-36P) fue -0.2353 + 0.3918. En el grupo 0 la media del
parametro de longitud del crecimiento de la cresta alveolar de (ACL) a los 6 meses (I-
6P) fue 0.9962 + 2.1551 y para el grupo 1 fue 1.4089 + 1.9166. La Perdida de insercion
clinica (CAL) a los tres meses (1-3P) para el grupo 0 fue -0.2326 + 0.3763 y para el
grupo 1 fue -0.1159 + 0.2569. La media de CAL a los seis meses (I-6P) fue -0.3171 +
0.4686 y para el grupo 1 fue -0.3466 + 0.4373. La media de CAL obtenida entre el
tercer y el sexto mes (1-36P) fue -0.0778 + 0.2416 (P = 0.062) para el grupo 0 y -0.2306
+ 0.4304 para grupo 1. La prueba de Wilcoxon fue significativa cuando (P < 0.05).
Mann-Witney. La prueba (prueba U) indico significancia entre los grupos. A los 6
meses en el grupo 1 la media fue mayor que la media del grupo 0 para PD (P = 0.539),
ACL (P =0.333) y CAL (P = 0.880) (Tabla 24. Resultados variables cambios después
de 3y 6 meses).
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Tabla 24. Resultados variables cambios después de 3 y 6 meses

Resultado Grupo 0 (n=11) . Grupo 1 (n=12) - P (U

variables | Media + SD P (wilcoxon Media + SD P (wilcoxon | test)
B test) B test)

Profundidad de Sondaje (PD) (mm)

I-3P -0.5526+ 0.4157 | 0.000 -0.6471 £0.5941 | 0.000 0.451

I-6P -0.7949+ 0.4690 | 0.000 -0.8824 £0.7719 | 0.000 0.539

I-36P -0.2500+0.3811 | 0.001 -0.2353+0.3918 0.000 0.970

Longitud del crecimiento de la cresta alveolar (ACL) (mm)

I-6P 0.9962+2.1551 | 0.019 1.4089+1.9166 0.000 0.333

Perdida de insercién clinica CAL (mm)

I-3P -0.2326+0.3763 | 0.000 -0.1159+0.2569 | 0.000 0.880
I-6P -0.3171+0.4686 | 0.000 -0.3466+0.4373 | 0.000 0.835
[-36P -0.0778+0.2416 | 0.062 -0.2306+0.4304 | 0.000 0.136

El tamafio de la muestra del grupo O fue de 41 agujeros negros analizados. Por cada
agujero negro PD, ACL y CAL se midié. Comparacion de PD (mm) entre el tiempo
inicial y 3 meses después del tratamiento y el tiempo inicial y 6 meses después
tratamiento. La diferencia de la profundidad de sondaje fue mayor a los 6 meses. La
poblacion de 1-6P tuvo un desplazamiento hacia el fondo con respecto a 1-3P. En el
Grupo 1 el tamafio de muestra fue de 50 agujeros negros. PD (mm) I-3P se coloca méas
abajo que PD 1-3P grupo 0. I-6P se movia hacia abajo en comparacién con I-3P del
grupo 1. PD disminucion de la EP demostrada con desplazamiento al final de IP-6p.
Después de 6 meses, la disminucion fue mayor en ambos grupos que después de 3
meses. En la Figura 40.Box plot Profundidad de sondaje. Figura 41 Box Plot
CAL, CAL I-6P tuvo un desplazamiento hacia abajo respecto a I-3P pero la mediana de

la poblacion es la misma. CAL I-6P del grupo 1 es mas disperso que 1-3P.
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Figura 40.Box plot Profundidad de sondaje. Figura 41 Box Plot CAL

El estudio clinico piloto ha permitido evaluar comparativamente la accién curativa con
una emulsién control cuya composicién es igual que la emulsién test a excepcion del
EGF que ha representado el elemento innovador. Dicha emulsion control contiene el
HA al 1% ha sido comparada (Grupo 1) con emulsion de HA-EGF al 1% (grupo 0) en el
tratamiento de defectos periodontales. El objetivo es demostrar que EGF se combinado
con HA aumenta la curacion periodontal. En anteriores estudios de Andra Pilloni y col
(115) se estudid la aplicacion de un gel de HA como método de tratamiento para
periodontitis regenerativa. Los resultados de Pilloni muestran que no hay diferencias
estadisticamente significativas entre el gel HA después de los tratamientos de
periodontitis SRP (raspado) y SRP solamente (53) (41). Yi Xu y col. determinaron que
el gel de HA al 0.2% no tiene parametros clinicos de periodontitis mejorados después
del SRP (116). Padma y col. concluyeron que el uso de 1 ml de HA al 0.2% después del
SRP mejoraba los defectos de periodontitis mas que solo SRP (50) (117). Otros estudios
dicen que el gel de HA al 0.8% mejora los defectos de periodontitis después de 12
semanas de tratamiento con el proceso SRP previo (118)(52). Un ensayo clinico con gel
de HA al 0.8% aplicado una vez, y gel de HA al 0.2% aplicado diariamente después de
SRP, tras 3 meses, se demostré6 que los pacientes con geles de HA mejoraban el
parametro de profundidad de sondaje respecto a los pacientes de control (119). Reducir
la perdida de insercién es un proceso esencial en el tratamiento de la periodontitis. Los

resultados del presente estudio demuestran que una mayor concentracion de hialuronato
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(1%) durante 3 meses mejora la CAL y la EP sin diferencias significativas entre el
grupo control y el grupo de prueba.

Este estudio propone un innovadora formulacion HA que contiene EGF y un proceso
ultrasonico para mejorar la penetracion de HA. EGF fue elegido debido a la capacidad
de proliferacion del periodoncio y potenciador de la diferenciacion (68).

HA y EGF se han utilizado para tratar la curacién de heridas. Un ensayo clinico
realizado por Akane Yu et al. muestra mejoria en la cicatrizacion de Ulceras cutaneas y
heridas en epidermis y dermis con una ldmina de esponja de hialuronano y EGF (103).
Hyemin Kim y col. formularon una pelicula tipo parche, incorporaron HA y EGF,

facilitando la administracion de EGF en la piel para tratar enfermedades.

Se recopil6 y analizé informacion de pacientes de ambos grupos (Grupo 0y grupo 1).
Los efectos externos de la higiene oral, el estilo de vida saludable y las enfermedades
sistémicas en los tratamientos se clasificaron como variables descriptivas. Debido al
tamafo y distribucién de la poblacion (sin distribucion normal), las variables
descriptivas no se analizaron estaticamente. La poblacion no fue representativa del
analisis de las diferencias estadisticas entre pacientes sanos y no saludables debido a
que solo un paciente tenia una enfermedad sistémica relacionada con periodontitis.

Para cada paciente, el nimero de agujeros negros, la profundidad de sondaje, la medida
de la cresta alveolar y la CAL se midieron antes del tratamiento. La mayoria de los
pacientes tienen entre 3 y 5 agujeros negros. La media inicial de los agujeros negros en
el grupo 0 fue de 3.727 £ 1.4206 y la media del grupo 1 fue de 4.167 £ 1.8504.

La periodontitis se diagnostica mediante parametros clinicos como la profundidad de
sondaje (PD), la pérdida 6sea y la pérdida de insercion clinica (CAL) (2). Estos tres
parametros se analizaron por variacion de PD (mm), ACL (mm) y CAL (mm) antes y
después de los tratamientos.

PD mide la longitud del agujero negro con una linea de sondaje. PD (mm) la
disminucion media indica la regeneracion periodontal. La PD disminuye después de
ambos tratamientos. La distancia (mm) medida con una linea de sondaje desde el punto
de contacto interdental hasta el margen gingival disminuyd después de 6 meses de
tratamiento. Los pacientes del grupo 1 mejoran la PD con una significacion estadistica
en comparacion con el grupo 0 a los tres meses y a los 6 meses (P = 0,451y 0,539).
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Las ACL determinan la longitud del crecimiento de la cresta alveolar. La pérdida 6sea
es un parametro clinico de periodontitis (120). En este estudio, se analizaron una
emulsion control de HA al 1% y los efectos de una emulsion de HA1%-EGF en la
regeneracion Osea. La longitud de la cresta alveolar se midié como indicador del
crecimiento 6seo. Después de 6 meses, la medida de ACL fue mas alta que los datos
iniciales en ambos tratamientos. Los pacientes del grupo 1 tenian una media de ACL

mas alta con una significacion (P = 0,33) en comparacién con el grupo 0.

La pérdida de insercion clinica (CAL) es el area de los agujeros negros periodontales.
La regeneracion del tejido gingival se calcula con la disminucion de la CAL. Ambos
grupos disminuyen el area de los agujeros negros. La media del tratamiento del grupo 0

es menor que el grupo 1 a los 6 meses con significacion. (P = 0,835).

Figura 42. Antes y después de 6 meses de tratamiento (foto de dos pacientes)
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El objetivo del trabajo de investigacion de la presente Tesis Doctoral ha sido estudiar
las propiedades fisico-quimicas y organolepticas de una serie de formulaciones
semisoélidas para poder seleccionar la que mejor se adapte para el tratamiento de la
periodontitis. Los excipientes y polimeros empleados en su elaboracion, van a tener una
importancia considerable en muchas de sus propiedades, entre ellas la mucoadhesion, y
es por ello que el estudio de la extensibilidad y viscosidad deben ser apropiados puesto
que van a influir en la liberacién del ingrediente activo, asi como en una mayor o menor
adhesion a la superficie donde estén destinados a aplicarse. Igualmente el disefio de la
formulacion incluye la evaluacion y el cribado de la estabilidad asi como la eficacia de
la bioactividad. En base a estas consideraciones, las conclusiones obtenidas en este
trabajo son:

1. Respecto al disefio de las formulaciones, se puede concluir que los polimeros
incluidos en las mismas, producen una mucoadhesion adecuada debido a su
capacidad de cohesion y viscosidad, confiriéndole una extensibilidad favorable a
la hora de aplicarlo, siendo de todas las formulas analizadas, la EMULSION la
que ha demostrado poseer las mejores cualidades tanto organolépticas como
fisico quimicas y microbioldgicas para su posterior aplicacion.

2. Una formulacion estable es fundamental para mantener la efectividad del
tratamiento, en este estudio se puede concluir que la emulsion seleccionada
cumple con todos los requisitos exigidos a las preparaciones topicas en cuanto a
estabilidad se refiere, obteniendo una caducidad de 5 afos.

3. La Emulsion ha resultado ser adecuada desde el punto de vista microbiolégico

4. Respecto a los estudios de liberacion/permeacion podemos concluir que la
permeacion global de la emulsion aumenta con el tiempo de exposicion de la
férmula. Los resultados obtenidos nos indican una mayor penetracion cuando se
emplea como membrana la piel de pollo, pero probablemente podria ser debido,
como se ha comentado a proteina degradada o un falso positivo (proteinas
residuales de la mucosa).

5. Es necesario seguir profundizando en el método de valoracion de la proteina, la
espectrofotometria ultravioleta-visible no se recomienda como ensayo de
validacion adecuado.

6. Es necesario, en base a lo anterior, el realizar mas experimentos para analizar la

vida Util y la integridad de EGF tras su paso por diferentes membranas.
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7. El ensayo in vitro ha podido permitir evaluar una vida til efectiva del EGF en la
formulacién oleosa patentada objeto de estudio de 3 afios.

8. Estos datos iniciales nos han servido para seleccionar el preparado EMULSION
como el mas adecuado para realizar el estudio clinico del efecto que puede
producir en defectos periodontales.

9. Los resultados del estudio piloto concluyen que el tratamiento realizado con la
emulsion blanco de AH y con la emulsion de HA-EGF en los dos casos, se
produce un aumento del tejido gingival y 6seo. Se han conseguido resultados
positivos en el posible tratamiento de los defectos periodontales.

10. De los ensayos realizados, se ha comprobado que hay mejoras en los tres
parametros clinicos considerados en periodontitis.

11. Podemos concluir que tanto acido hialurénico como el EGF dan lugar a una
mejora de la periodontitis y una disminucion en los “black holes”.

12. La aplicacion de la formulacion estudiada, aplicada en situ con el aparato de
electroporacion ha resultado ser un elemento innovador y diferencial respecto a
los tratamientos hasta la actualidad ya que se trata de un método inocuo y no
invasivo, la aplicacion del producto mediante el cabezal especifico para la zona

gingival representa una ventaja para el paciente ya que es indoloro.

CONCLUSION FINAL:

Consideramos que todo el trabajo motivo de esta Tesis Doctoral nos permite poder
afirmar que se puede dar salida al mercado del producto desarrollado, ya que ha
demostrado su eficacia.

Para ello se procedera a registrar el producto como producto sanitario.

Nombre, tipo de envase, estuche seran elegidos segun las propiedades que ha presentado
la formulacion, que al ser un producto viscoso y considerando el método de aplicacion

sera tipo jeringuilla con aplicador tipo aguja de plastico.
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8. ANEXOS

ANEXO 1 Hoja consentimiento informado
ANEXO 2 Hoja informacién al paciente
ANEXO 3 Hoja cuestionario recogida de datos
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ANEXO 5 Comité ético
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Inves
ANEXO 1 e

Hoja consentimiento informado

HOJA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO ESTUDIO “EFICACIA DEL ACIDO HIALURONICO Y
FACTORES DE CRECIMIENTO APLICADO POR ELECTROPORACION EN DEFECTOS
GINGIVALES”

De conformidad con lo dispuesto en la legislacion
vigente:

X Ley 14/1986, de 25 de abril, General de Sanidad
X Ley 2/1998, de 15 de junio, de Salud de Andalucia. (BOJA nim.74 de 4 de julio de 1998

X Ley 41/2002, de 14 de noviembre, bdsica reguladora de la autonomia del paciente y de derechos y obligaciones
en materia de informacion y documentacion clinica. (BOE nim.274 de 15 de noviembre de 2002).

Yo D./Dfa.: con DNI

y mayor de edad, certifico que:

e He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.

e He podido hacer preguntas sobre el estudio.

e He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

e Comprendo que mi participacidn es voluntaria y presto libremente mi conformidad.

e Comprendo que puedo retirarme del estudio cuando quiera, sin tener que dar
explicaciones, sin que esto repercuta a mis cuidados médicos.

e He hablado con el odontdlogo investigador

Por estos hechos: Sl o NO O

-~ Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio y doy mi
consentimiento para el acceso y utilizacién de mis datos en las condiciones detalladas
en la hoja de informacion.

-- Accedo a que, para documentar mi participacién, se recopilen datos, se realicen
mediciones y se tomen imagenes como fotos y videos. También podran utilizarse para
la difusién del conocimiento cientifico siempre y cuando mi identidad sea preservada
de forma confidencial de acuerdo a las leyes de proteccién de datos:

Datos del paciente:

Direccién: CP:
Teléfono: Correo electrénico:

FIRMA DEL PACIENTE FIRMA'Y DNI DEL INVESTIGADOR
FECHA: / / FECHA: / /
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INVes

ANEXO 2

Hoja de Informacién al Paciente

TITULO DEL ESTUDIO:

EFICACIA DEL ACIDO HIALURONICO Y FACTORES DE CRECIMIENTO APLICADO POR
ELECTROPORACION EN DEFECTOS GINGIVALES

PROMOTOR DEL ENSAYO:

Instituto de Investigacion Biotecnoldgica, Farmacéutica y de Medicamentos Huérfanos
S.L. Avda. del Conocimiento n23. Parque Tecnolégico de la Salud de Granada. Edif. CDFA.

CP: 18100 Armilla (Granada).

NOMBRE Y DIRECCION DE ENTIDADES DE ENSAYO

--Dra. Elena Sanchez Fernandez. Profesora Titular de Cirugia Bucal . Facultad de

Odontologia de la Universidad de Granada

- Instituto de Investigacidn Biotecnoldgica, Farmacéutica y de Medicamentos Huérfanos
S.L. Avda. del Conocimiento n23. Parque Tecnoldgico de la Salud de Granada. Edif. CDFA.
CP: 18100 Armilla (Granada).

INTRODUCCION

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio de investigacion en el que se le
invita a participar. El estudio ha sido elaborado, de acuerdo a la legislacidén vigente, el

Real Decreto 223/2004, de 6 de febrero, por el que se regulan los ensayos clinicos.

Nuestra intencidn es que usted reciba la informacidn correcta y suficiente para que

pueda evaluar y juzgar si quiere o no participar en este estudio. Para ello lea esta hoja
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informativa con atencion y nosotros le aclararemos las dudas que le puedan surgir.

Ademas, puede consultar con las personas que considere oportuno.

PARTICIPACION VOLUNTARIA

Debe saber que su participacidon en este estudio es voluntaria y que puede decidir no
participar o cambiar su decision y retirar el consentimiento en cualquier momento. Para

participar en el estudio se deberdn de cumplir una serie de requisitos previos que se

enumeran a continuacion:

e Ausencia de alergias conocidas a productos cosméticos o a los componentes de la
formulacién.

e Ausencia de marcapasos.

Asimismo el dia de la aplicacidn del cosmético se deberan cumplir las siguientes

necesidades:

e No tomar ningun tratamiento anti-alérgico o anti-inflamatorio el dia del estudio y varias horas
tras la aplicaciéon para que en el caso de la aparicion de reacciones alérgicas, éstas no se vean
enmascaradas por estos farmacos (en caso de necesidad terapéutica: salida del estudio).

e No llevar puestos metales (piercings, pendientes, joyas, etc.) en ninguna parte del cuerpo
(visible o no visible) el dia de la aplicacién puesto que podrian calentarse por efecto de la

mdquina utilizada en la aplicacidn.

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

El objetivo principal del estudio es el de evaluar la eficacia de una formulacién
compuesta por acido hialurénico y factores de crecimiento aplicada mediante una

maquina de electroporacion.

La zona en la que se realizard la aplicacidon y en la que se realizardan mediciones de
eficacia es las ENCIAS

Los procesos de recopilaciéon de datos personales, de aplicacion del cosmético y de
mediciones de la eficacia se realizaran siempre por parte de personal sanitario

debidamente cualificado.
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Los datos obtenidos durante las mediciones, las fotos tomadas durante las
evaluaciones, asi como los datos personales de los voluntarios, seran tratados siempre

bajo las normas de confidencialidad y las leyes de proteccién de datos.

No se conocen casos en los que las mediciones realizadas con los aparatos de eficacia
asi como la aplicacién del producto con nuestra maquina hayan producido algun dafio o
perjuicio a los voluntarios. El proceso de aplicacion de la formulacién seguird el

siguiente proceso:

Se pondra la maquina en posicidn de electroporacién y se aplicara el producto sobre la
encia a tratar mediante un leve masaje con el terminal apropiado insertado en la
maquina. Normalmente la aplicacién no produce ninguna molestia y dura unos 10

minutos hasta la total absorcion de toda la formulacién.

Tras la aplicacién se volveran a tomar fotografias y a realizar mediciones en las zonas
tratadas.

BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION EN EL ESTUDIO

Gracias a este estudio, queremos conseguir demostrar que la administracién de HA solo
o junto a factores de crecimiento en los defectos gingivales podria lograr beneficios
comparables con los resultados quirurgicos tras el uso de injertos; y de esta forma
evitar intervenciones a los pacientes que presentan este tipo de alteraciones estéticas y

funcionales.

Por otro lado, con el uso de la maquina de electroporacidon conseguiremos que haya
una rapida absorcién de los activos en la superficie gingival del voluntario, de manera
gue se facilite de manera rapida la disminucién y/o eliminacion de tridngulos negros en
los espacios interdentarios. Pese a todos estos beneficios, puesto que estamos
probando un producto en desarrollo, es posible que los voluntarios del estudio

obtengan menores beneficios de los esperados.

En principio, la administracidon de los productos mediante las maquinas de estudio, asi

como la realizacién de las mediciones y las pruebas normales no producirdn ninguin
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acontecimiento adverso a los sujetos voluntarios. Pueden darse casos de ligera

sequedad.

En condiciones normales el producto aplicado no deberia de producir ninguna reaccion
adversa, pero en el caso de la aparicién de afecciones o alergias al producto debera de
notificarse a Inves Biofarm mediante el teléfono 958 071 719 y al profesional sanitario
participante en el estudio, en este caso a la Dra. Elena Sanchez (teléfono: 958 267 066),
para que revise los posibles efectos adversos y en el caso necesario prescriba un

tratamiento adecuado.

SEGURO

El Promotor del estudio dispone de una pdliza de seguros que se ajustara a la legislacion
vigente y que le proporcionara la compensaciéon e indemnizacién en caso de menoscabo
de su salud o de lesiones que pudieran producirse en relacién con su participacién en el

estudio.

CONFIDENCIALIDAD

El tratamiento, la comunicacién y la cesién de los datos de caracter personal de todos
los sujetos participantes se ajustara a lo dispuesto en la Ley Orgénica 15/1999, de 13 de
diciembre de proteccion de datos de caracter personal. De acuerdo a lo que establece la
legislacion mencionada, usted puede ejercer los derechos de acceso, modificacidn,
oposicién y cancelacion de datos, para lo cual deberd dirigirse al responsable del

estudio.

Los datos personales, mediciones y fotos recogidas durante el estudio estaran
identificados mediante un cédigo especifico para cada voluntario para salvaguardar asi
su identidad y solo los integrantes y colaboradores del estudio podran relacionar dichos
datos con usted. Por lo tanto, su identidad no serd revelada a persona alguna salvo
excepciones (bajo previa solicitud al interesado) o en caso de urgencia médica o

requerimiento legal.
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Sdlo se transmitirdn a terceros y a otros paises los datos recogidos para el estudio que
en ningun caso contendran informacidon que le pueda identificar. En el caso de que se
produzca esta cesion, sera para los mismos fines del estudio descrito y garantizando la
confidencialidad. Los datos también podran utilizarse para la difusién del conocimiento
cientifico siempre y cuando la identidad de los voluntarios sea preservada de forma
confidencial. El acceso a su informacién personal quedara restringido los colaboradores
del estudio, autoridades sanitarias (Agencia Espafiola del Medicamento y Productos

Sanitarios), y al personal autorizado por el promotor.

ASPECTOS ECONOMICOS

El promotor del estudio es el responsable de gestionar la financiaciéon del mismo. Su

participacion en el estudio no le supondra ningun gasto.

OTRA INFORMACION RELEVANTE

Debe saber que puede ser excluido del estudio si el promotor o los investigadores del
estudio lo consideran oportuno, o porque se considere que no se estd cumpliendo con
los procedimientos establecidos. En cualquiera de los casos, usted recibird una

explicacidon adecuada del motivo que ha ocasionado su retirada del estudio.

Al firmar la hoja de consentimiento adjunta, se compromete a cumplir con los

procedimientos del estudio que se le han expuesto.

Cuando acabe su participacién es posible que no se le pueda seguir administrando la
formulacion del estudio. Por lo tanto, ni el investigador ni el promotor adquieren

compromiso alguno de mantener dicho tratamiento fuera de este estudio.

DATOS DE CONTACTO

Datos del Investigador Principal: ELENA SANCHEZ

FERNANDEZ Teléfono de contacto: 958 267 066

Correo electrénico: e-mail: elenasf@ugr.es
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INVeS

ANEXO 3

EFICACIA DEL ACIDO HIALURONICO Y FACTORES DE CRECIMIENTO APLICADO POR
ELECTROPORACION EN DEFECTOS GINGIVALES

FECHA N2 PACIENTE

FICHA DE RECOGIDA DE DATOS

APELLIDOS

NOMBRE

EDAD

SEXO [ Masculino [ Femenino

PACIENTE GRUPO: (BOLAS)

[J AZUL (Férmula 1) ] ROJA (Férmula 2)

(Fumador? En caso afirmativo, indique con qué frecuencia:

CINO [0 Si: < de 10 cigarrillos OJSI: > de 10 cigarrillos
Alcohol
CONO [J Si: mas de 3 vasos/dia

Higiene bucal

[JBuena [JRegular [1Mala
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4.

5.

6.

e Frecuencia de cepillado:

11 vez/dia [ 2 veces/dia [ 3 veces/dia

e ;Usa enjuague bucal? En caso afirmativo indique nombre comercial:

ONO O si

e ;Usaseda/hilo dental?

INO 0O st
¢(Bruxista?
CONO O st
(Apretador?
[ONO 0O si

Enfermedades actuales

e Diabetes. En caso afirmativo indicar tipo:

ONO O si

e Hipertension

O NO O si
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e Osteoporosis. En caso afirmativo indicar tratamiento:

LINO

O si

e Otros. En caso afirmativo indicar nombre

LINO

O si

[kstrogenos [kalcio
[bisfosfonatos [(Witamina D
[talcitonina [Chntirresortivos

7. Espacios interdentarios: DISTANCIA PUNTO DE CONTACTO INTERDENTARIO - PAPILA

(DPC-P)
(Cédigo): ej: IC-IL-SD
ENTRE INCISIVOS SUPERIOR [ INFERIOR [
CENTRALES
(Ic-10)
INCISIVO CENTRAL- SUPERIOR INFERIOR
INCISIVO LATERAL (IC-
IL) derecho [] Izquierdo [] | derecho [ Izquierdo [
INCISIVO LATERAL- SUPERIOR INFERIOR
CANINO
derecho [ Izquierdo [ | derecho [ Izquierdo [
(IL-CA)
CANINO-PREMOLAR 1 SUPERIOR INFERIOR
(CA-PR) derecho [] Izquierdo [] | derecho [ Izquierdo [
DPC-P: Inicio: mm 3 meses: mm 6 meses: mm
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ENTRE INCISIVOS SUPERIOR [ INFERIOR [
CENTRALES
(Ic-10)
INCISIVO CENTRAL- SUPERIOR INFERIOR
INCISIVO LATERAL (IC-
IL) derecho [] Izquierdo [1 | derecho [ Izquierdo [
INCISIVO LATERAL- SUPERIOR INFERIOR
CANINO
derecho [] Izquierdo [1 | derecho [ Izquierdo [
(IL-CA)
CANINO-PREMOLAR 1 SUPERIOR INFERIOR
(CA-PR) derecho [ Izquierdo [J | derecho [ Izquierdo [
DPC-P: Inicio: mm 3 meses: mm 6 meses: mm

8. Nivel de cresta 6sea mediante Radiografia Digital (mediciones con el Programa Dent-
A- View):

Altura cresta 6sea en mm (desde cuello dentario hasta el nivel 6seo crestal):

Codigo del espacio:

Inicial (12 Visita): 6 meses:
MESIAL mm MESIAL mm MESIAL mm
DISTAL mm DISTAL mm DISTAL mm

9. Periodontograma: inicio, 6 meses

Hojas Anexas.

10. Fotografias:

12 sesion: [ Fecha:
3 meses: [ Fecha:
6 meses: [ Fecha:
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ANOTACIONES:

e 12 consulta (registros clinicos, Rx y fotos + aplicacion 12 sesion):

e Sesidon 2 (aplicacion 22 semana):

e Sesidn 3: (aplicacién 32 semana):

e Sesidn 4: (aplicacion 42 semana) :

e Sesion 5: (aplicacion 62 semana/ mes y medio):

e Sesidn 6: (aplicacion 82 semana/2 meses):

e Sesidn 7: (aplicacion 102 semana/2 meses y medio):

e Sesidn 8: (aplicacion 122 semana/ 3 meses): Registros clinicos y fotos:

e Sesidn 9: (aplicacion 4 meses):

Sesion 10: (aplicacion 5 meses):

Sesion 11: (revision 6 meses): Registros clinicos, Rx y fotos:
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En primero lugar se presenta un breve resumen de las variables poblacionales. Se

ANEXO 4
TABLAS RESULTADOS ESTADISTICO

presentan los porcentajes de las modalidades de cada variable.

GRUPO
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Valido 0 11 47,8 47,8 47,8
1,0 12 52,2 52,2 100,0
Total 23 100,0 100,0
SEXO
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Valido masculino 4 17,4 17,4 17,4
femenino 19 82,6 82,6 100,0
Total 23 100,0 100,0
FUMADOR
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Valido no 16 69,6 69,6 69,6
si 3 13,0 13,0 82,6
ocasio
o 4 17,4 17,4 100,0
Total 23 100,0 100,0
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ALCOHOL

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Valido no 22 95,7 95,7 95,7
ocasio
ol 1 4,3 4,3 100,0
Total 23 100,0 100,0
HIGIENE BUCAL
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Vaélido no 19 82,6 82,6 82,6
Si 4 17,4 17,4 100,0
Total 23 100,0 100,0
FRECUENCIA CEPILLADO
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Valido 1 vez dia 1 4,3 4,3 4,3
2 veces dia 5 21,7 21,7 26,1
3 veces dia 17 73,9 73,9 100,0
Total 23 100,0 100,0
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ENJUAGUE BUCAL

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Vélido no 19 82,6 82,6 82,6
Si 4 17,4 17,4 100,0
Total 23 100,0 100,0
HILO DENTAL
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Vélido no 4 17,4 17,4 17,4
Si 19 82,6 82,6 100,0
Total 23 100,0 100,0
BRUXISTA
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Valido no 15 65,2 65,2 65,2
si 8 34,8 34,8 100,0
Total 23 100,0 100,0
APRETADOR
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Valido no 13 56,5 56,5 56,5
Si 10 43,5 43,5 100,0
Total 23 100,0 100,0
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DIABETES

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Vélido no 23 100,0 100,0 100,0
HIPERTENSION
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Vélido no 23 100,0 100,0 100,0
OSTEOPOROSIS
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Vélido no 22 95,7 95,7 95,7
si 1 4,3 4,3 100,0
Total 23 100,0 100,0
OTRAS ENFERMEDADES
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Vélido Ninguna 20 87,0 87,0 87,0
ARTROSIS 1 4,3 4,3 91,3
ESCLEROSIS
MULTIPLE 1 4,3 4,3 95,7
HIPOTIROIDISMO 1 4,3 4,3 100,0
Total 23 100,0 100,0
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ESPACIOS (BLACK HOLES)

Porcentaje Porcentaje

Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Vélido 1,0 1 4,3 4,3 4.3
2,0 2 8,7 8,7 13,0
3,0 8 34,8 34,8 47,8
4,0 4 17,4 17,4 65,2
50 ) 21,7 21,7 87,0
6,0 1 4,3 4,3 91,3
7,0 1 4,3 4,3 95,7
8,0 1 4,3 4,3 100,0

Total 23 100,0 100,0

Las variables propiamente del estudio son Clinica, Rayos X y Foto. La variable Rx solo

se presenta al comienzo y al final del estudio y no en el periodo intermedio.

Metodologia Estadistica: Vamos a realizar comparaciones entre el momento inicial del
estudio; los resultados a los tres meses y a los 6 meses. Para ellos se realizan un estudio
de diferencia de medias para muestras apareadas. Dado el tamafio de la poblacion y el

que las muestras no se distribuyen segun una normal se realizan contrastes no

parameétricos.

Variable Clinica:

Si obtenemos los resultados estadisticos descriptivos de las variables clinica

obtenemos que hay una reduccion en la media entre los datos de la variable Clinica

inicial y Clinica a los 6 meses.

Estadisticas de muestras emparejadas

Desviacion Media de error

Media N estandar estandar
Par1 clinica0 2,3764 89 1,16111 ,12308
clinica 3 1,76966292 89 1,148259997 ,121715316
Par2 clinica0 2,3667 90 1,15826 ,12209
clinica 6 1,52222222 90 1,146345221 ,120835396
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También podemos ver como existen frecuencias mas bajas conforme aumenta el

tiempo. Observamos como conforme el estudio va avanzando hay una reduccion de

los espacios
clinica 0
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Vélido 1,00 2 8,7 8,7 8,7
1,50 7 30,4 30,4 39,1
2,00 8 34,8 34,8 73,9
2,50 1 4,3 4,3 78,3
3,00 3 13,0 13,0 91,3
5,00 1 4,3 4,3 95,7
9,00 1 4,3 4,3 100,0
Total 23 100,0 100,0
clinica 3
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Valido 0,500000 2 8,7 91 91
1,000000 12 92,2 54,5 63,6
1,500000 2 8,7 9,1 72,7
2,000000 2 8,7 91 81,8
3,000000 2 8,7 91 90,9
4,000000 1 4,3 4,5 95,5
8,000000 1 4,3 4,5 100,0
Total 22 95,7 100,0
Perdidos  Sistema 1 4,3
Total 23 100,0
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clinica 6

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Valido ,000000 2 8,7 9,1 9,1
,500000 3 13,0 13,6 22,7
1,000000 9 39,1 40,9 63,6
1,500000 2 8,7 9,1 72,7
2,000000 2 8,7 9,1 81,8
2,500000 1 4,3 4,5 86,4
3,000000 2 8,7 9,1 95,5
8,000000 1 4,3 4,5 100,0
Total 22 95,7 100,0
Perdidos  Sistema 1 4,3
Total 23 100,0

A continuacion contrastaremos, de forma no parameétrica si esta reduccién de la variable

Clinica es estadisticamente

significativa.

Obteniendo que existe diferencias

significativas en la reduccion de la variable Clinica ya desde los 6 meses

Resumen de contrastes de hipotesis

Hipdtesiz nula

Frueba

Sig.

Deci=sian

Frueba de

Wilzoxon de los
La mediana de las diferencias entreangos con
clinica 0y clinica 2 esigual a 0.

signo para
muestras
relacionadas

Rechace |la
00 | hipdtesis
nula.

Se muestran significaciones asintdticas. El nivel de significancia e=s 05,
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Resumen de contrastes de hipotesis

Hipdtesis nula Frusba Sig. Deci=sidan
Frueba de
WMilzoxon de los
La mediana de las diferencias entreangos con a0 EiE?fR:sE;: I3
clinica Oy clinica esigual al. =igno para ' nuFia
muestrazs :

relacionadas

Se muestran significaciones asintdticas. El nivel de significancia ez 05,

Y también entre los 3 y los 6 meses

Resumen de contrastes de hipotesis

Hipdtesis nula Prusba Sig. Deci=idan
Frueba de
WMilcoxon de los
q La mediana de las diferencias entreangos con Q0o EiE?fR:sci: 2
clinica By clinica 2 esigual a0. =igno para ' nuFia
muestras :

relacionadas

Se muestran significaciones asintéticas. El nivel de significancia es 05,

Una vez contrastado que efectivamente hay diferencias significativas en el estudio a los
6 meses, pasaremos a intentar comprobar si existen diferencias significativas entre el
Grupo de estudio (Grupo 0) y el Grupo de Control (Grupo 1), resultando que no existen
diferencias estadisticamente hablando entre los resultados obtenidos por el grupo de

control y el otro grupo.

176 |



Estadisticas de grupo

Desviacion | Media de error

GRUPO N Media estandar estandar
clinica3clinica0 0 38 -,5526 ,41573 ,06744
1,0 51 -,6471 ,59409 ,08319
clinica6elinica0 0 39 -,7949 ,46901 ,07510
1,0 51 -,8824 , 77193 ,10809
clinicaéclinica3 0 38 -,2500 ,38114 ,06183
1,0 51 -,2353 ,39183 ,05487

Resumen de contrastes de hipotesis
Hipdtesis nula Pruzba Sig. Decisidn
Frueba U de

La distribucidon de clinicazZclinical
1 ez la misma entre las categarias de
FRUFPO .

bl ann-Urhitney
para muestras
independientes

Conserve |3

451 hipotesis

nula.

Frueba U de

b ann-Urhitn ey
para muestras

independientes

La distribucion de clinicaGelinical
2 ezla misma entre las categorias de
FRUFPO .

Conserve la

529 hipotesis

nula.

Frueba U de

bl ann-Urhitney
para muestras

independientes

La distribucidn de clinicatclinicas
3 ezla misma entre las categoras de
GRUFPO .

Conserve |3

970 hipdtesis

nula.

Se muestran significaciones asintdticas. El nivel de significancia ez 05,

Variable Rayos x:

Del mismo modo que hemos comparado la evaluacion de la variable Clinica a lo largo
de los 6 meses y para los dos grupos vamos a realizar lo mismo para la variable rx. Es

importante destacar que esta prueba, por los efectos de la radiacion solo se realiza al

comienzo Yy al final del estudio.
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Estadisticas de muestras emparejadas

Media de
Desviacidn Brrar
Media M astandar astandar
Par1 6 81,08229730 74 | 1057773878 | 1,220637156
%0 79,8351 74 10,65064 1,23811
Prueba de muestras emparejadas
Diferencias emparejadas
) 95% de intervalo de confianza
- Media de de la diferencia
Desviacion BIrar
Media estandar estandar Inferior Superior t al Sig. (bilateral)
Par1  m6-m0 | 1,247162162 | 2,009114519 233554819 781688080 | 1,712636245 5,340 73 000
No paramétricas
Resumen de contrastes de hipdtesis
Hipdtesis nula Prusba Sig. Deci=idan

Frueba de
Wilzoxon de |os

. . . Rechace la

q La mediana de las diferencias entreangos con 000 hipatesis
<0y G e=s igual a 0. signo para ' nuFia

muestrazs :
relacionadas

Se muestran significaciones asintéticas. El nivel de significancia es 05,

Estadisticas de grupo

Desviacion Media de
GRUPO N Media estandar  |error estandar
Rx0 ,0 29 78,8100 12,25078 2,27491
1,0 46 78,7676 15,06330 2,22096
e 0 29 | 79,80620690 12’06737672 2,240855606
1,0 45181,90466667 | 9,549873298 | 1,423611058
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Resumen de contrastes de hipdtesis

Hipdtesis nula Prueba Sig. Decisidan

Frueba U de
q La distribucion de r< es la mismabdann-Whitney 233 Eiﬂrﬁzg: &
entra las categonas de GRUFD . para muestras ' R

independientes Bules,

Se muestran significaciones asintdticas. El nivel de significancia es 05,

En este caso, al igual que para la variable Clinica obtenemos una mejora en la
enfermedad en los pacientes pero no existen evidencias estadisticas de diferencias entre
el grupo de control y el grupo en estudio.

Variable foto

Finalmente, para el estudio de la variable Foto

Estadisticas de muestras emparejadas

Media de
Desviacion error

Media N estandar estandar
Par1 foto 3 94682770 a7 937338486 100493234
foto O | 1,10968437 a7 954124742 102292910
Par2 foto 6 774497222 ar 844379166 090526949
foto 0 | 1,10968437 ar 54124742 102292810
Par3 foto & 74913881 90 841732021 088726345
foto 3 91526678 90 937122630 0987813599

Prueba de muestras emparejadas

Diferencias emparejadas
. 95% de intervalo de confianza
o Media de de |a diferencia
Desviacion errar
Media estandar estandar Inferior Superior t al Sig. (hilateral)
Par1 foto3-fotoO | - 162866667 313685719 033631711 -, 229724286 -,096009037 -4.843 86 ,a00
Par2 foto6-fotoO | -334722149 447680821 047996422 -,430135879 -,239308420 -6,974 86 ,a0o
Par3 foto6-foto3 | - 166126967 369012072 038897288 -, 243415049 -,088538884 -4,271 89 ,000

Resumen de contrastes de hipotesis

Hipdtesiz nula Prueba Sig. Decisidn

Frueba dea
Milcoxon de los
q La mediana de las diferancias entreangos can
foto 6 v foto 2 ez igual a 0. signo para
muestras
relacionadas

Rechace la
000 hipatesis
nula.

Se muestran significaciones asintdticas. El nivel de significancia es 05,
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Resumen de contrastes de hipotesis

Hipdtesis nula Frusba Sig. Deci=sidan

1

La mediana de las diferencias entreangos can i
foto Gy foto O esigual a 0. zigno para [0 ::ﬁ:tES'S

Frueba de

Wilzoxon de |os
Rechace la

muestraz
relacionadas

Se muestran significaciones asintdticas. El nivel de significancia ez 05,

Resumen de contrastes de hipotesis

Hipdtesiz nula Prueba Sig. Decisidn

1

La mediana de las diferencias entreangos con el
foto O v foto 2 esigual a 0. signo para DO

Frueba de

Wilzoxon de |os
Rechace la

muestras nula.

relacionadas

Se muestran significaciones asintéticas. El nivel de significancia es 05,

En este caso, mediante el contraste de la u mann-whitney podemos observar que si

existen evidencias estadisticas de diferencias significativas entre el grupo de control y el

grupo en estudio

1, resultado este grupo con mejores resultados y al ser estas

diferencias positivas mayores en el grupo 0.
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