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1. INTRODUCCION

La importancia del fisico y la apariencia en la cultura de los paises occidentales ha dado
lugar a una mayor demanda de estética dental. La busqueda por conseguir una mejor
sonrisa, respetando la integridad de los tejidos dentales y de la mucosa oral, es objeto de

continuas experimentaciones de nuevos materiales y métodos'.

Gracias a la odontologia estética, muchos problemas de las personas que acuden a los
gabinetes dentales preocupados por el aspecto de su sonrisa se ven solucionados, ya sea
mediante el uso de resinas compuestas, blanqueamientos dentales con perdxido de
hidrégeno, perdxido de carbamida, etc. o con el empleo de carillas o coronas, entre

otros.

Dentro de este ambito, una de las dificultades que se le presentan al odontdlogo en la
practica diaria es el tratamiento de las alteraciones cromaticas de los dientes, tanto de
origen extrinseco como de origen intrinseco. Las primeras, ocasionadas por la
incorporacion de materiales cromdgenos al esmalte y a la dentina, bien antes o después
de la erupcién dentaria, obligan a optar por tratamientos mas complejos para su
eliminacion y normalmente son mas agresivos para la estructura dentaria. Por el
contrario, las segundas, causadas por la deposicion de pigmentos o detritus sobre la
superficie dental, suelen ser suprimidas con mayor facilidad originando pequefios o

ningun trastorno en el esmalte.

Sin embargo, entre estas ultimas, las manchas dentarias extrinsecas negras constituyen
una clara excepcion a lo citado. Estos depositos, que se manifiestan en forma de puntos
o lineas de color negro situados de forma paralela al margen gingival de los dientes,
usualmente en el tercio cervical, estan muy adheridos al esmalte y son dificiles de

remover>.

Pese a que estas manchas no tienen una relevancia significativa para el profesional
debido a la baja prevalencia que poseen (aunque en algunas regiones del mundo
representan una consulta habitual en el gabinete dental), resultan molestas para el

paciente portador, ya que confieren una imagen antiestética a nivel oral



El tratamiento habitual practicado en estos casos es someter al paciente a repetidas y
frecuentes profilaxis dentales, causando perjuicio a la superficie adamantina, aparte del
transtorno psicologico asociado por las reiteradas visitas al gabinete dental sin que se
pueda conseguir la desaparicion definitiva de las manchas, lo cual repercute en el animo

del mismo.

Aunque la etiologia de este proceso no se conoce con exactitud, si se ha observado que
este pigmento tiene caracteristicas similares a la protohemina y protoporfirina®. La
protohemina es un producto de descomposicion de la hemina, derivado de la
hemoglobina, mientras que la protoporfirina forma la base del grupo hemo,
constituyendo con una proteina la hemoglobina. En cultivos de Prevotella
melaninogenica y Prevotella intermedia en laboratorio con medio agar/sangre se halla

de forma predominante protoporfirina®.

La hemina, en concreto, se consideraria como un factor relevante para el crecimiento de
estas bacterias que viven en el surco gingival, entre otras. Todo ello es posible gracias a
que P. intermedia es capaz de unirse a la hemoglobina humana porque posee un

receptor con gran afinidad”.

Considerando otras moléculas con capacidad de unién al hierro, como la transferrina,
encontramos que Prevotella nigrescens y P. intermedia se desarrollan si hay
holotransferrina, pero no apotransferrina, lo cual indicaria que ambas especies pueden
obtener hierro de la transferrina del plasma. La holotransferrina y la apotransferrina son
derivados de la transferrina, proteina transportadora especifica de hierro en el plasma.
En P. nigrescens se desarrolla este proceso gracias a la proteina 37-kDa que se
encuentra en su superficie®. Este proceso acontece cuando los niveles de pH son bajos
(4,5 a 6), siendo menor en pH neutro y practicamente insignificante en pH alcalino. Lo

mismo ocurre para Porphyromonas gingivalis’.



En afecciones como la gingivitis y la periodontitis, muchas bacterias anaerobias y
proteoliticas se benefician de la liberacion de hemoglobina y transferrina empledndolas
como nutrientes esenciales. Estas moléculas son expulsadas en mayor cantidad debido

al aumento del fluido crevicular como reaccion a la acumulacion de placa bacteriana®

(fig.1).
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(hemoglobina)
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P. intermedia,
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L P. melaninogenica,
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Fig. 1. Mecanismo de liberacion de hemina y transferrina y su aprovechamiento por parte de las distintas bacterias

P. intermedia

Apotransferrina

Holotransferrina

P. nigrescens,

P. intermedia

(fuente: autor).

Por otra parte, la tendencia mas elevada a la calcificacion de esta placa seria debida a la
mayor proporcion de calcio y fosforo en saliva’. La fijacion inicial de estas bacterias se
realizaria a través de puentes de hidrogeno a las proteinas de la placa dental y al diente
mediante puentes de calcio, quedando por tanto también incrustados los pigmentos en la

misma.

Conociendo, asimismo, que la cavidad oral es un hébitat para numerosos
microorganismos que estan a su vez implicados en distintas patologias, se puede intuir
la doble participacion que tienen estas bacterias pigmentadoras de negro en una de las

mas importantes enfermedades a nivel oral, la enfermedad periodontal.



Al tratarse de un problema notable en la poblacion humana, numerosos estudios han
sido llevados a cabo con el objetivo de inhibir o eliminar las bacterias responsables de la

pérdida de hueso alveolar, entre ellas las bacterias citadas.

No hay que olvidar el papel crucial que juega en este proceso la transmision
intrafamiliar bacteriana. Es mdas probable que los niflos cuyos padres muestran
claramente enfermedad periodontal, tengan mayor posibilidad de presentar bacterias
periodontopatdgenas en la cavidad oral, tales como P. gingivalis, Treponema denticola

y Tannerella forsythia'®.

Como el estado periodontal clinico en embarazadas es un claro indicador del patron de
colonizacién bacteriana observado en recién nacidos!! y sabiendo que las bacterias
pigmentadoras de negro estdn implicadas en la aparicion de las manchas extrinsecas
negras, merece especial atencion el papel que juega la transmision de bacterias entre

miembros de una misma familia.

El objetivo de la terapia periodontal convencional, también conocido como raspado y
alisado radicular, estd encaminado a eliminar los agentes etioldgicos que causan la
inflamacion. A lo largo de los ultimos aflos se estd experimentando con otra terapia,
llamada terapia fotodindmica antimicrobiana no invasiva, que consiste en la
inactivacion de las células bacterianas, microorganismos o moléculas mediante el uso de

una luz externa, logrando también resultados positivos'>!3.

El mecanismo de accion de la terapia fotodinamica consiste en la absorcion por parte de
los microorganismos de un fotosensibilizador (sustancia fotoactivable) que, después de
la exposicion a la luz a una adecuada longitud de onda, absorbe fotones de energia y
pasa al siguiente estado, el estado excitado del oxigeno singlete, y origina a su vez
radicales libres, los cuales son citotoxicos. La célula, asimismo, posee una funcién
fotoreguladora determinada por fotorreceptores que absorben fotones de determinada
longitud de onda, lo que en conjunto provoca la transformacién de la actividad

metabolica y funcional de la misma'* (fig. 2).



G::> Radicales Oxigeno
libres reactivo E@

Daiios oxidativos

Fotosensibilizador

activado (muerte celular)

Oxigeno

singlete

Fig. 2. Mecanismo de accion de la terapia fotodindmica'?.

Esta terapia, aunque es empleada en el tratamiento periodontal con diferentes
colorantes que actlian como agentes fotosensibilizadores, no necesita de estos ultimos
para inhibir el crecimiento de P. gingivalis, ya que solo con luz azul cuya longitud de
onda est¢ comprendida entre los 408-495 nm sin la ayuda de fotosensibilizadores
externos, es evidente su actividad bactericida. Es probable, en consecuencia, que estos
microorganismos posean elevados niveles de porfirinas que podrian actuar como

agentes fotosensibilizadores internos'>.

En cuanto a los posibles efectos adversos de la terapia fotodindmica, se ha visto que,
aplicando un dispositivo a nivel intraoral de tres luces de emision de diodos (LED) en
las caras bucales de premolares y molares maxilares y mandibulares durante cuatro
minutos diariamente por un total de cuatro dias (energia liberada por la luz: 8,4 J/cm?),
no hay dolor, malestar o irritacion intraoral asociados. Como probable beneficio se ha
observado que el eritema gingival disminuye de forma importante, por lo que la luz
podria también mostrar actividad antiinflamatoria, a la par que antibacteriana'®, ya que
es obvia la reduccion en los niveles de bacterias pigmentadoras de negro, especialmente

P. gingivalis y P. intermedia.

A modo de resumen, las ventajas que la terapia fotodinamica puede aportar a nivel
clinico, microbiolégico e inmunoldgico con impacto minimo en la microbiota, son

numerosas. Entre ellas, se podrian citar:



- Proceso réapido e indoloro.

- Ausencia de efecto fototoxico para las células humanas.

- Destruccion de las bacterias presentes en las células epiteliales gingivales
por la accidon de la luz en los tejidos y en la placa.

- Selectividad por los microorganismos patoégenos'®.

Dada la posible intervencion de estas bacterias periodontopatdogenas en la formacion de
las manchas extrinsecas negras, la terapia fotodindmica antimicrobiana no invasiva
supondria un método inédito para su tratamiento. Aparte de suponer una técnica que no
implicaria costes inasumibles por los pacientes, al tratarse de fuentes de luz de
longitudes de onda que habitualmente se emplean en los gabinetes dentales para el
fotocurado de las resinas compuestas, no acarrearia efectos secundarios a nivel de los

tejidos blandos, hecho constatable por la aplicacion de la luz en la terapia conservadora.
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. PLACA DENTARIA

La placa dentaria estd comprendida por diferentes capas que contienen proteinas,
hidratos de carbono, fosfatos y microorganismos. Se forma especialmente en aquellas
zonas donde la limpieza dentaria es insuficiente. La placa dentaria puede provocar

caries, gingivitis y periodontitis.

2.1.1. PLACA SUPRAGINGIVAL

La placa supragingival es una sustancia de color blanco que se deposita sobre la
superficie de los dientes. Estd constituida principalmente por proteinas salivares,

alimentos (azucares y acidos), por bacterias y por toxinas secretadas por las mismas.

2.1.1.1. PELICULA ADQUIRIDA

La pelicula adquirida es una capa amorfa acelular que se forma de manera
espontanea sobre la superficie limpia adamantina pocos minutos después del
cepillado dental. Esta pelicula estd formada por la adsorcion selectiva de proteinas
y glucoproteinas provenientes de la saliva y el liquido crevicular, no tiene
estructura y su grosor varia (80 nm hasta 2 pm) en funcion de la localizacion de la
misma y del tiempo de formacion. En su formacion estan involucradas fuerzas de
atraccion de distinta naturaleza como enlaces i6nicos, de hidrégeno, o fuerzas de
Van der Waals que van a contribuir en la adsorcion de dichas glucoproteinas.
Entre las funciones de la pelicula adquirida se encuentran la funcion protectora de
los tejidos dentarios, la reduccion de la solubilidad de la superficie del esmalte y

la proteccion del mismo frente a la accion de los 4cidos!’.

2.1.1.2. COLONIZACION PRIMARIA

Tres horas después del cepillado dental comienza también la colonizacion
bacteriana, posiblemente con el Streptococcus sanguis, Streptococcus mitis y
Streptococcus oralis. Inmediatamente después se une Actinomyces naeslundii y
Neisseria spp. Estas primeras bacterias estan unidas a la pelicula adquirida por

enlaces fragiles y alterables.
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Pese a ello, una parte de ellas permanece firmemente adherida y da lugar a una
sucesion autogénica, donde las propias bacterias generan o inducen cambios
fisico-quimicos locales que, a su vez, cambian la composiciébn microbiana de la
pelicula. En este punto, la biopelicula, mayormente aerobia, es colonizada
también por bacterias anaerobias facultativas, como Streptococcus mutans,
Streptococcus salivarius, Streptococcus milleri y Streptococcus gordonii, entre
otros. También es posible hallar cocos anaerobios gram-negativos como
Veillonella spp. y, aunque en pocas cantidades pues son anaerobios estrictos,

Prevotella spp., Porphyromonas spp. y Fusobacterium spp.”.

2.1.1.3. COLONIZACION SECUNDARIA

La colonizacién secundaria tiene lugar 3 a 5 dias mas tarde del comienzo de la
formacion de la pelicula adquirida. Son pocas las bacterias nuevas que se adhieren
a la biopelicula, aunque el fenémeno de agregacion y coagregacion bacteriana
continua. A los siete dias aproximadamente, los Streptococos constituyen la
especie mas predominante, distribuyéndose en cualquier lugar y, dos semanas

después, comienzan a abundar los bacilos gram-negativos'’.

2.1.1.4. PLACA MADURA

Con el transcurso del tiempo, la placa aumenta su grosor, con lo que las zonas
mas profundas manifiestan la carencia de oxigeno, y las bacterias aerobias, por
consiguiente, desaparecen de esta zona siendo relevadas por otras con un
potencial redox més bajo. Suele llegarse a conformarse esta placa madura alas 2 6
3 semanas. Se trata de una placa de estructura relativamente estable compuesta
entre un 60-70% de su volumen por microorganismos (fig. 3), junto con una
matriz organica, la cual estd formada principalmente por polisacaridos
extracelulares provenientes de los microorganismos, asi como también por
glicoproteinas, restos alimenticios y restos celulares. Los componentes
inorganicos que se hallan son calcio y fosfato principalmente y, en menores

cantidades, magnesio, potasio, sodio e iones de fluor!®,
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L. Streprococcus oradis ¥ Streplococcus sanguis
2. Strepiacocus witis

3 Streprococeus gordaonii

4. Capnocytophaga ochracea

5. Propionibacterium acnes

6. Haemophilus parainfluenzae

7. Prevotella loescheii

8. Veillonella spp.

9. Actimomyces oris y Actinomyces fundii

10. Eikenella corrodens

11. Actinomyces israelii
12. Capnocytophaga gingivalis
13. Capnocytophaga sputigena

14. Fusobacterium nucleatum

15. Prevotella denticola

L oo E 16. Aggregatibacter actinomy
Pelicula salival

17. Eubacterium spp.

Superficie dental
18. Treponema denticola

19. 7Te lla forsythia
B Estaterinas I Restos celulares bacterianos
20. Porphyromonas gingivalis

D Mucinas - Aglutininas 21. Prevotella intermedia

22. Selenomonas flueggei

Co-amilasas [ proteinas ricas en prolina

Fig. 3. Colonizacién oral bacteriana'®.
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2.1.1.5. FASE DE MINERALIZACION

Transcurrido cierto tiempo, la placa madura se mineraliza, dando lugar al calculo,
tartaro o sarro. Su periodo de formacion es muy variable, desde dias a semanas.
La rapidez de crecimiento, el grado de dureza, la adherencia y la imagen clinica
son también heterogéneos. La causa de esta adhesion es la calcificacion de la
pelicula adquirida al esmalte debajo de la placa bacteriana. La cantidad de
material inorganico aumenta hasta el 75-80%, mientras que el organico se

encuentra alrededor del 20-25%!3.

2.1.2. PLACA SUBGINGIVAL

Si esta placa supragingival ya mineralizada no es debidamente eliminada, las encias
se ven afectadas por gingivitis que, con el transcurso del tiempo y sin habitos
higiénicos adecuados, progresa a una periodontitis. En esta fase la placa no solo se
acumula por encima de la encia, sino que empieza a localizarse en el surco o
hendidura gingival. La composicion microbiana de la flora subgingival difiere de la
supragingival debido principalmente a la poca disponibilidad de oxigeno en esta
localizacion, que hace mas favorable el crecimiento de bacterias anaerobias estrictas.
Estd comprendida en un 25% por Streptococos, 25% Actinomices, 25% bacilos
gram-negativos (Fusobacterium, P. gingivalis, P. intermedia) y en un 25% de otros

tipos bacterianos'’.

2.2. MICROBIOLOGIA PLACA SUPRAGINGIVAL Y SUBGINGIVAL

2.2.1. PLACA SUPRAGINGIVAL

Utilizando la técnica de fluorescencia in situ (FISH) in vivo, pueden ser observadas
en general dos capas distintas. La capa basal, que se encuentra adherida a la
superficie dental, muestra cuatro tipos diferentes de biofilm. El primero, un biofilm
compuesto solo de Actinomyces perpendicularmente orientados al diente. El segundo
tipo es una mezcla de Actinomyces spp. y cadenas de cocos, que no se identifican

como Streptococos, también perpendicularmente orientados a la superficie dental.
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El tercer tipo estaria formado por bacterias filamentosas, Streptococos y levaduras,
donde los segundos formarian una colonia alrededor de las tltimas. Por ultimo, el
cuarto tipo seria un biofilm constituido predominantemente por Streptococos
creciendo en proximidad a Lactobacillus spp., los cuales estarian dispuestos
perpendicularmente a la superficie dental®”.

La segunda capa podria hallarse en la parte mas superior de cualquier tipo de biofilm
de la capa basal. Los estreptococos se pueden observar de distintas formas, bien
como células heterogéneas a través de esta capa sin ninguna organizacion aparente, o
bien alineados formando un manto delgado encima de la capa del segundo biofilm.
Ademas, colonizan las fisuras en el biofilm, es decir, habria una mezcla variada de
c¢lulas bacterianas pertenecientes al género Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides.
Finalmente, Lactobacillus spp., se encuentra ubicado lejos de la superficie dental y

esta rodeado de células de distintas morfologias®.

2.2.2. PLACA SUBGINGIVAL

El género Actinomyces spp., se halla en la primera capa del biofilm. A continuacion,
se observa la capa intermedia, compuesta por muchas células con forma de huso,
como Fusobacterium nucleatum, Tannerella forsythia (los cuales interactian con
colonizadores primarios y tardios) y otras especies del género Tannerella spp. En la
capa superior y parte de la capa intermedia se encuentran muchas células
pertenecientes al grupo Cytophaga-Flavobacterium-Bacteroides. Muchas de las
bacterias con forma de filamento son del género Tannerella spp., mientras que las

que tienen forma de baston son predominantemente Prevotella spp.

Ademas de las citadas bacterias, hay células alargadas (como cigarrillos) dispuestas
en empalizada, los leucocitos polimorfonucleares, en intimo contacto con células
eucaridticas. En el exterior del biofilm, se aprecia una cuarta capa sin una clara

organizacion, donde la especie que més destaca son las Spirochaetes™.
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2.3. COLONIZACION BACTERIANA DE LA CAVIDAD ORAL DESDE LA
INFANCIA A LA EDAD ADULTA

El proceso de colonizacion bacteriana es un hecho indiscutible, como lo avalan la
mayoria de los articulos publicados sobre el tema. A los pocos dias de vida, el recién
nacido empieza a adquirir una microbiota oral que va a aumentar de forma significativa
en poco tiempo. Ademds, los microorganismos constituyentes estdn directamente
relacionados con las bacterias presentes en la cavidad oral de los seres humanos de su

entorno.

No necesariamente la colonizacion bacteriana tiene lugar en aquellos habitats
especificos de cada especie. La lengua, principalmente, actia como un reservorio para
la mayoria de las bacterias, por lo que se recomienda una higiene minuciosa de la
misma. Otros emplazamientos habituales son la mucosa, la placa supragingival, el

fluido crevicular gingival y las areas interproximales por debajo del punto de contacto.

Las especies halladas mas frecuentemente son S. mutans, S. oralis, S. mitis,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, P. intermedia, P. gingivalis, Tannerella
forsythia y Treponema denticola, entre otros, aunque a diferentes edades segin los
distintos autores (tabla 1). Es evidente, asimismo, que las bacterias que forman parte del
complejo rojo aumentan en nimero segun el nifio se va haciendo mayor. El complejo
rojo esta constituido por tres anaerobios invasivos en contacto con la mucosa y
relacionados con la respuesta inflamatoria: Tannerella forsythia, Treponema denticola y
P. gingivalis. Se incorporan de forma tardia en el desarrollo de la biopelicula y se

considera que son agentes etiologicos principales en el desarrollo de la periodontitis.
Sin embargo, la presencia de estos microorganismos no es indicativo de futura

enfermedad periodontal, ni es dependiente del indice de placa, indice de sangrado, nivel

de higiene oral o la presencia de lesiones cariosas.
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Relacion con

T. forsythia

Tamaiio caries o
Autores Edad Bacterias presentes Localizacion sangrado
muestral o og
gingival
Zambon y . N No hay Bacteroides melaninogenicus
5 niflos 3-6 afios
cols.”! spp. 0 Bacteroides gingivalis
Placa supragingival
Alaluusua y N . X (segundos molares,
. 4-7 aios A. actinomycetemcomitans (55%) .
Asikainen* primeros molares,
incisivos deciduos)
6-11 Dorso de la lengua,
Zimmer y n Y P. gingivalis, P. intermedia, placa bacteriana
36 nifios 14-16 . .
cols.” N A. actinomycetemcomitans (interproximal 8.5.
afios
y4.6.)
McLellan y N 0-18 L Mucosa, surco
198 niflos N P. gingivalis L
cols.”* afios gingival
Morinushi y n 2-18 P. gingivalis (60%), L
40 niflos N . . Placa subgingival
cols.” afios A. actinomycetemcomitans (15%)
S. mutans, S. sobrinus, S. oralis, .
. . ) Dorso de la lengua, S. mutans tiene
S. mitis, A. actinomycetemcomitans ., . L,
. . . region cervical asociacion
Tanner y N 6-36 (30%), L.actobacillus acidophilus, L L .
- 171 nifios . R o supragingival 5.1., significativa en
cols. meses P. intermedia (29%), P. gingivalis . . .
] lesiones de caries individuos con
(23%), B. forsythus (11%), T. denticola . ) .
cavitadas mas de 2 caries
(36%)
30-34 . .
Bacterias gram-negativas no
Makhoul y semanas o . ) .
. Escherichia coli (bebés sometidos a
cols. de o .
» antibioterapia)
gestacion
o ) ) No hay relacion
P. gingivalis (60%), P. intermedia o
Tanaka y i 3-16 ) . L con indice de placa
2% 60 nifios 5 (17%), A. actinomycetemcomitans Placa supragingival .
cols. afios y presencia de
(23%) . .
lesiones cariosas
P. gingivalis, Placa supragingival
Gafany cols.” | 118 nifios | 5-9 afios A. actinomycetemcomitans, (primer molar
T. forsythensis permanente)
Cortelli y 2,5-18 C. rectus, P. gingivalis, P. intermedia, Surco gingival,
cols.® afios T. forsythia, A. actinomycetemcomitans lengua, mucosa
Dorso de la lengua,
. . ) ) saliva, placa
Papaionannou 3-12 P. melaninogenica, T. denticola, .
a 5 . . . supragingival,
y cols. afios T. forsythia, A. actinomycetemcomitans T
placa subgingival,
fluido crevicular
Placa supragingival No hay relacion
o . (primer molar con caries 0
Cavalcay N 6-12 S. mutans, P. gingivalis, T. forsythia, . o Lo
196 niflos N . . superior € incisivo sangrado gingival
cols.*? afios A. actinomycetemcomitans ) o
superior derecho), y poblacion
dorso de la lengua bacteriana
) ., C. rectus, A, actinomycetemcomitans,
Aquino y .. Recién . . o
76 niflos . P. intermedia, P. gingivalis, Dorso de la lengua
cols."! nacidos

Tabla 1. Bacterias presentes en la cavidad oral segtin la edad.
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2.4. TRANSMISION DE BACTERIAS ORALES INTRAESPECIE

2.4.1. TRANSMISION VERTICAL (MATERNO-INFANTIL)

La gran similitud existente en la composicion de la microbiota oral entre miembros
de una misma familia evidencia la transmision bacteriana de padres a hijos, lo cual
es importante para determinar los factores de riesgo en la adquisicion de
enfermedades y para el desarrollo de estrategias preventivas de las mismas?®33-34,

Este proceso tiene lugar mas frecuentemente en la raza negra que en la caucasica.

Desde el nacimiento, el indicador mas fiable de la colonizacidon bacteriana es el
estado clinico periodontal de las madre!!. En 43 recién nacidos y sus respectivas
progenitoras con buena salud gingival, Campylobacter rectus es el microorganismo
mas usual, pero P. intermedia y P. gingivalis no se observan, mientras que si la
madre esta afectada por periodontitis (n=33), P. gingivalis es la que mas niveles
posee, seguida de P. intermedia, T. forsythia, C. rectus 'y
A. actinomycetemcomitans. Comparando los 2 grupos mencionados, la prevalencia
de bacterias periodontopatdgenas en recién nacidos es mucho mayor en el segundo
grupo. Cabrera®® afirma que la presencia de Prevotella intermedia en el surco
gingival de las gestantes es mayor cuanto mas nivel de placa gingival haya (indice
de higiene oral de Greene y Vermillion). Es irrelevante el trimestre de gestacion
para que aumente el nimero de esta bacteria en la misma localizacion. La autora
explica que puede deberse a la mayor anaerobiosis provocada por la placa dental en
el surco gingival y a los componentes de la misma, que servirian de sustrato a

Prevotella intermedia.

Es mas probable que los nifios cuyos padres muestran claramente enfermedad
periodontal, tengan mayor posibilidad de presentar bacterias periodontopatdogenas
en la cavidad oral, tales como P. gingivalis, T. denticola y B. forsythus'®*’. La via
de inoculacion es incierta, no obstante se presume que el contagio se produce por la

saliva.

18



Si la condicion periodontal de los ascendentes es mas grave, los niveles de
transmision de bacterias son mayores. En 7 familias cuyos padres tienen
periodontitis, P. gingivalis esta presente en el 71,4% de los casos (considerando
padres y madres), y en el 35,7% de los descendientes. Asi como P. nigrescens,
Capnocytophaga gingivalis y Capnocytophaga ochracea se observan en ambos
padres e hijos, los niveles de Tannerella forsythensis y Capnocytophaga sputigena
son mucho mayores si se compara con un estado gingival 6ptimo. El porcentaje de
nifios positivos, cuyos padres también lo son, para P. intermedia es del 16,7%,
T. forsythensis 59,5%, T. denticola 29,2%, A. actinomycetemcomitans 42,9% y
P. gingivalis 21,4%>3340,

Otros autores*'*? discrepan en la presencia de bacterias periodontopatogenas y su
transmision, hecho que intentan explicar por las distintas condiciones clinicas entre
madres e hijos. Para ellos, no resulta relevante el estado periodontal previo de los
progenitores después de investigar a 20 mujeres con periodontitis cronica severa y
un hijo de cada una de ellas (media de edad 11,8+3,4 meses de edad), ya que no
encuentran una asociacion significativa en la pérdida de insercion severa entre
madres e hijos. En concreto, Campylobacter spp., a pesar de estar presente en 8
madres, apenas se halla en 3 nifos, solamente habiendo transmision directa en 2
casos. Eikenella corrodens no esta en ninguno de los pacientes. Peptostreptococcus
micros es compartido por dos pares de madres a hijos. Fusobacterium spp., se ubica
en 14 madres y 10 hijos, aunque coincide en 8 pares de madres a hijos.
P. gingivalis, por su parte, no se advierte en ningin nifio y solo en una madre.
Igualmente Capnocytophaga spp., no es compartido por madres e hijos,
observandose en 2 madres y en 1 hijo. Por tltimo, Prevotella spp., si que se exhibe

en todos los individuos, excepto en un hijo.

También se puede atribuir la inexistencia de la transmision a diferentes factores,

como la poblacion estudiada, métodos de busqueda, etc.®’.
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2.4.2. TRANSMISION HORIZONTAL

2.4.2.1. DIRECTA (ViA SECRECIONES SALIVALES, MUCOSAS)
¢ ENTRE ESPOSOS

Las condiciones periodontales de un sujeto que presenta enfermedad periodontal
con probabilidad afectaran a su pareja porque, como el vehiculo de transmision
de bacterias es la saliva, la composicion del biofilm oral de ambos va a ser
parecida. Estos microorganismos, localizados en las bolsas periodontales, seran
transportados por medio de la saliva a través de comportamientos tan comunes
como un simple beso, con lo que el conyuge tiene mayor riesgo de adquirir
periodontitis, sobre todo si es susceptible de padecerla*®*’. El factor tiempo no

es relevante en este proceso de adquisicion**.

Evaluando el perfil microbiolégico por la técnica de PCR de 9 parejas casadas al
menos por un periodo de tiempo de 10 afios, algunos autores*® afirman que éste
empareja a la perfeccion en cuanto a las especies y proporciones de las mismas
como si se tratase del mismo ecosistema oral. Donde se aprecian algunas
diferencias es en aquellos individuos con una carga total bacteriana con baja
susceptibilidad para la enfermedad periodontal, puesto que necesitan de un
mayor namero de patogenos para llegar al grado de empeoramiento del estado
periodontal del conyuge. En otras parejas, no obstante, el perfil microbioldgico
de un miembro del matrimonio tiene mayor prevalencia de bacterias del
complejo rojo, determinantes de enfermedad periodontal activa (P. gingivalis,
T. denticola y T. forsythia), mientras que el otro miembro lo tiene del complejo
naranja (P. intermedia, P. nigrescens, C. rectus, F. nucleatum), sugiriendo una

evolucion diferente de la enfermedad periodontal.

Si las bacterias asociadas a la periodontitis que forman parte del biofilm
subgingival estdn en intima relacion con la superficie epitelial de la pared blanda
de la bolsa periodontal, seran predominantemente las constituyentes del

complejo rojo.
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Estas bacterias se incorporan de forma tardia en el desarrollo de la biopelicula vy,
para dar lugar a su aparicion, necesitan de la participacion de otro
microorganismo, el Fusobacterium nucleatum, que pertenece al complejo
naranja. Este va a actuar como un “puente” entre los colonizadores primarios y

los tardios en el desarrollo de la biopelicula.

e ENTRE HERMANOS

Al igual que es plausible la transmision de microorganismos de padres a hijos, es
muy viable la existencia de una infeccién cruzada entre hermanos que ratifique
este hecho. Asi, se observan similitudes en los niveles de P. gingivalis,
T. denticola, P. intermedia y P. nigrescens. Igualmente, segin Ardila y
Guzman®, se hallan niveles importantes de F. nucleatum 'y de

P. gingivalis en 5 hermanos.

Sin embargo, no es posible saber si la concordancia entre hermanos es debida a
la transmision propia entre nifios 0 a la exposicién comin a ambos padres*.
Seria importante, en consecuencia, analizar el papel de la susceptibilidad a la
infeccion y los factores genéticos presentes en cada caso. El componente
genético respecto a los niveles de placa supragingival y el grado de insercion

periodontal es tangible entre adultos gemelos*.

2.4.2.2. INDIRECTA (MATERIAL INFECTANTE)

Es posible la transmision de gérmenes por medio del uso de cepillos dentales, con

juguetes o por contacto directo con saliva o via aérea’.

Los cepillos dentales son una via de transferencia de microorganismos importante.
De 102 sujetos pertenecientes a distintas familias y los cuales usan cepillos
dentales individuales por un espacio de tiempo de 1 mes, se extrae que éstos
resultan contaminados, aunque en bajas proporciones, por
A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis y P. intermedia/nigrescens. Los
microorganismos hallados de forma més habitual en los cepillos de los padres son
Fusobacterium  spp., P.  intermedia/nigrescens, P.  gingivalis 'y

A. actinomycetemcomitans, en este orden*®.
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En consecuencia, recomiendan reemplazar el cepillo dental al menos
mensualmente para minimizar la contaminacion bacteriana y, por tanto, reducir el
riesgo de transmision de los microorganismos. Ademas, los cepillos deberian ser
guardados adecuadamente para evitar el contacto entre las cerdas. En el caso de
que estos instrumentos se encuentren expuestos al medio ambiente del cuarto de
bafio, se contaminan también por Enterobacteriaceae y Pseudomonadaceaea spp.,

quiza por las condiciones de almacenamiento, humedad y distancia al retrete.

Los colegios también representan lugares donde es mas probable que se produzca
contaminacion microbiana de los cepillos dentales por su uso entre los nifios. Si el
cepillado no es supervisado, puede que los escolares usen el mismo cepillo dental,
lo intercambien o que éstos entren en contacto. Entre nifios de 4 a 6 afios con un
cepillo dental diferente y almacenado en distintas tazas separados unos de otros,
se demuestra la transmision bacteriana al no estar sometidos a un control por parte
de los educadores durante el cepillado. Los cepillos estan altamente contaminados
por microorganismos mas de 2 horas después de su uso, cuando son analizados,
por lo que se recomienda su almacenamiento en una habitacion ventilada con el
proposito de disminuir el numero de bacterias. El grupo de microorganismos
hallado en mayor proporcion son los estreptococos, predominantemente .S.
salivarius, S. sanguis y S. mitis. Después de éstos, los anaerobios y los
microaerdfilos constituyen un tercio de la flora. También se observan hongos en

el 50% de las muestras, siendo Candida el género més abundante®.

Otra via de transmision podrian ser los utensilios de comida. Debido a que esta
colonizacién permanece de forma estable en el tiempo, indicaria que no es
necesario un largo periodo de inoculacion. De un total de 564 individuos de 104
familias, la prevalencia global de P. gingivalis es del 37,1% (tasas del 50% en
abuelos hasta 27,1% en nifios). Estos ultimos, contrastado con los abuelos, estan
menos colonizados por estas bacterias. Este hecho, sin embargo, no es
significativo entre los nifios y sus progenitores o entre los progenitores y sus

respectivos padres*,
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El riesgo de colonizacion es 4,65 veces mayor en el caso que la madre sea
portadora de esta bacteria y, si es el padre, la cifra es del 2,98. Por otro lado, la
probabilidad de adquisicion de la bacteria es 2,4 veces mayor para el primer y
segundo hijo, y mas aun si ambos padres son portadores. Parece verosimil pensar
que aquellos abuelos que estdn muy en contacto con sus nietos constituyen una

fuente potencial de transmision.

2.5. TINCIONES DENTARIAS

Otro punto importante a valorar es la capacidad de las bacterias de provocar tinciones
sobre la superficie dental. Debido a que hay otras sustancias que también pueden
desarrollar este proceso, tanto a nivel externo como interno de la corona clinica del
diente, es importante diferenciar las tinciones dentarias de origen bacteriano de aquellas

que son de origen farmacologico, por metales, traumatismos, etc.

2.5.1. INTRINSECAS

Son todas aquellas tinciones que son ocasionadas por la incorporacién de materiales
cromégenos dentro del esmalte y la dentina, tanto antes como posteriormente a la
erupcion dentaria. A su vez, se pueden clasificar en localizadas, si solo afectan a un
diente, o generalizadas, cuando la discoloracién se observa en ambas arcadas

dentarias.

2.5.1.1. LOCALIZADAS
¢ DE ORIGEN TRAUMATICO

Después de un traumatismo, el diente puede mostrar una coloracion rosada que,
después, puede derivar en una coloracion grisdcea, debido a la hemorragia
producida en la camara pulpar como consecuencia de la ruptura de los vasos
sanguineos. La sangre es conducida después a través de los tibulos dentinarios y
se produce la degradacion de la hemoglobina. Si lo que se desencadena es una

resorcion interna, el esmalte expone una coloracion rosada™.
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¢ DE ORIGEN IATROGENICO

Como consecuencia de un tratamiento de conductos defectuoso, pueden quedar
remanentes de gutapercha en la camara pulpar o puede no haberse procedido
correctamente a la eliminacion del material sanguineo de la misma, dando lugar
a una coloraciéon que puede variar entre grisdceo a amarillento/anaranjado. Por

otra parte, algunos materiales de restauracion empleados en la practica clinica,

como las amalgamas o composites (fig. 4), originan un cambio en la tonalidad de

— . i

Fig. 4. Tincién iatrogénica por amalgama (fuente: autor).

Ademas, algunas pastas intraconducto empleadas con contenido yodoférmico

también exhiben un color marron/gris a través del esmalte’!.

¢ DE ORIGEN IDIOPATICO

Bien como respuesta a una infeccion, a una deficiencia nutricional o a un trauma
en la denticion primaria de forma localizada, se puede dar lugar a una
interrupcion en el correcto desarrollo del germen permanente sucesor, que se
manifiesta en forma de hipoplasia del esmalte, mas o menos limitada a un tercio
de la corona clinica o, en casos mas severos, puede dar lugar al diente de Turner,

donde la hipoplasia esta distribuida en toda la corona>>.
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Aparte de ello, la caries se reconoce en sus estadios iniciales por la aparicion de
una mancha blancuzca en la superficie del esmalte que, a medida que progresa
en su avance hacia la dentina, cambia su apariencia por una tonalidad que puede

ser desde marrén amarillento hasta negro.

2.5.1.2. GENERALIZADAS
e AMELOGENESIS IMPERFECTA

Esta entidad es de tipo hereditario, originada por una perturbacion en el proceso
de deposito y calcificacion de la matriz del esmalte o por incorrecta actividad de
los ameloblastos. Si se manifiesta de forma hipoplasica o hipocalcificada, el
color puede ser desde normal a blanco opaco-amarillo o pardo. Por el contrario,
si la que predomina es la forma hipomadura, el tono es entre blanco/amarillo a

pardo moteado®>.

¢ DENTINOGENESIS IMPERFECTA

Clinicamente, esta anomalia de tipo hereditario es debida a una alteracion en la
sintesis de procolageno y presenta dientes de diferentes gamas, desde azul gris

hasta amarillo-pardo u opalescente con brillo traslicido®>.

¢ ALCAPTONURIA

Se trata de una enfermedad genética causada por la deficiencia de una enzima, la
homogentisato dioxigenasa. A nivel dental se expresa produciendo un cambio en

la tonalidad de los dientes a marronaceo’".

e DISPLASIA DENTINARIA

Conjunto de trastornos a nivel dentinario, de etiologia desconocida. En este caso,
los dientes de leche muestran una apariencia similar a la de los dientes afectados

por dentinogénesis imperfecta (azul-gris a amarillo-pardo)*>.

¢ PORFIRIA ERITROPOYETICA CONGENITA

De herencia autosdmica recesiva, provoca un cambio de color entre amarillo a

marrén rojo, pudiendo incluso llegar a ser rosa o purpura’>.
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e HIPERBILIRRUBINEMIA

Los productos de desintegracion de la hemolisis en forma de acumulos de

bilirrubina y biliverdina dan lugar a un tono amarillo verdoso®*.

¢ SINDROMES DE ORIGEN SISTEMICO

Varias son las entidades que pueden afectar al esmalte en desarrollo. Entre ellas
se encuentran la epidermolisis bullosa, el pseudohipoparatiroidismo, el sindrome

de Ehlers-Danlos y el raquitismo vitamina D dependiente™.

¢ PIGMENTACION TETRACICLINICA

Discromia adquirida que resulta en una coloracion interna tras la administracion
de un medicamento de amplio espectro, ya que se incorpora junto con los iones
de calcio del esmalte en fase de mineralizacion en forma de complejo ortofosfato
estable. La discoloraciéon es variada, abarcando tonos desde amarillo a

gris/marron’>,

¢ FLUOROSIS DENTAL

Representa la causa méas comun de discoloracion intrinseca dentaria. Se produce
como consecuencia de un exceso en la ingesta de fluor diario y su apariencia
clinica varia en funcién de la severidad de la tincion, desde areas de esmalte
moteado hasta opaco, o esmalte de apariencia blanco lechoso hasta areas

negras/marrones en el mismo>'.

¢ ENVEJECIMIENTO

Con el aposito de material dentinario en la corona dental, el color de los dientes

permanentes se vuelve progresivamente mas amarillento.

2.5.2. EXTRINSECAS

La discoloracion de origen extrinseco o exdgena es provocada por la deposicion de

pigmentos o detritus sobre la superficie dentaria.
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2.5.2.1. DE ORIGEN BACTERIANO
e MATERIA ALBA Y/O SARRO

Se produce como consecuencia de la falta de cepillado durante unos dias y esta
formado por bacterias, proteinas salivares, células epiteliales, restos
alimenticios... (fig. 5). Al comienzo de su formacion, el depdsito
blanco-amarillento que constituye la materia alba es facil de desprender, aunque

en ocasiones su grosor sea importante.

Fig. 5. Materia alba (fuente: autor).

Ya pasado cierto tiempo, la materia alba puede devenir en sarro o tartaro al
calcificarse. Este es méas duro y espeso y se emplaza en localizaciones
supragingivales (siendo entonces de color amarillo) o infragingivales
(mayormente negro, aunque pudiendo presentar otros colores por la accion de
distintos pigmentos). En este estado, es dificil su remocion por su adherencia a la

estructura dental’®.

El tratamiento indicado es la profilaxis profesional y la educacién y motivacion

en higiene oral®.
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¢ PIGMENTACION VERDE

Esta pigmentacion es originada por bacilos piocidnicos y otros hongos de la
cavidad oral. También se cree que es debida a depdsitos derivados de la
hemoglobina como resultado de la gingivitis. Normalmente aparece en
individuos con mala higiene, mayormente en la infancia y la adolescencia. De

grosor variable, suele desaparecer en adultos*®.

Normalmente se halla en el tercio gingival de la corona clinica dental. Parece
extenderse desde el margen gingival hacia las cuspides o bordes incisales. Se
muestra con mayor frecuencia en dientes superiores que en inferiores. No
obstante, es posible que se manifieste de forma totalmente contraria, aunque es

bastante extrafio®’.

Hassan y Qasim®®, de 569 nifios investigados de 5 afios de edad, obtienen una
prevalencia del 1,41% en segmentos anteriores y de 0,35% en segmentos

posteriores.

La coloracion puede variar desde el verde oscuro al verde claro, pasando por

verde grisiceo o verde azulado™.

En 1957, otros autores encuentran que los nifios (n=1241) de 5 afios de edad con
estas tinciones (31,2%), tienen mayor porcentaje de dientes careados comparado

con los nifios que no muestran esta pigmentacion®.

El tratamiento apropiado en estos casos es la profilaxis profesional y la

educacion en higiene oral.

¢ PIGMENTACION NARANJA

Sobre todo se sitia en las areas vestibulares de los dientes anteriores, a nivel
cervical y con un color naranja intenso (fig. 6). Se relaciona esta tinciéon con
microorganismos tipo Bacilo mesentérico ruber, Bacilo prodigioso, Sarcina
roseus, Flavobacterium lutescens, etc. No es habitual que se observen en la

cavidad oral y pueden encontrarse en uno o varios dientes>®.
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La prevalencia de estas tinciones esta en torno al 6% en 1273 nifios de 11-13

afios de edad®!.

Para su remocion, al ser depositos poco consistentes, esta indicada la profilaxis

profesional e instruccion y motivacion en higiene oral’®.

Fig. 6. Pigmentacion extrinseca naranja (fuente: autor).

¢ PIGMENTACION NEGRA

Depositos que se observan de forma mas frecuente en la denticion temporal
paralelos al margen gingival de los dientes, aunque su extension puede llegar a
ocupar la corona clinica dentaria en los casos mas extremos (fig. 7). Es posible

también hallarlos en la denticion permanente.
Aparecen independientemente del nivel de higiene oral y su remocién es de gran

dificultad, necesitando de la ayuda de una profilaxis profesional para su

completa eliminacion.
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Fig.7. Tincion extrinseca negra de origen bacteriano (fuente: autor).

2.5.2.2. DE ORIGEN NO BACTERIANO

¢ INGESTION DE HIERRO Y COBRE POR ViA ORAL

Es caracteristica la coloracion negra y verde/verde azulada de los dientes,

respectivamente, si se toman soluciones orales de cobre y hierro®.

Estos depdsitos no aparecen si se mantiene una buena higiene oral’®.

¢ TABACO

Se trata de una discoloracion marrén oscuro a negro en el tercio cervical y medio

de la mayoria de los dientes. En muchas ocasiones es dificil su remocion®?.

¢ CLORHEXIDINA

El uso prolongado de la clorhexidina en el tiempo ocasiona una coloracion
marronacea de los dientes, debido a que la molécula de clorhexidina, cargada

positivamente, se adhiere a la superficie de los dientes®.

e BEBIDAS

La ingestion en abundancia de determinadas bebidas como té, café, vino tinto,
bebidas carbonatadas con colorantes, etc., origina un cambio de tonalidad en la

superficie de los dientes en funcion de la bebida tomada®.

30



e FLUORURO DE ESTANO

Provoca un cambio en la tonalidad de los dientes a marron dorado’'. Esta tincion

es generalmente temporal y se puede eliminar en gran parte con el cepillado oral.

2.6. MANCHAS DENTARIAS NEGRAS DE ORIGEN BACTERIANO

2.6.1. DESCRIPCION CLINICA

Las manchas dentarias negras de origen bacteriano son depositos exdgenos en forma
de puntos o lineas de color negro situados paralelamente al margen gingival de los
dientes, en el tercio cervical, en las superficies bucal, lingual o palatina, sobre todo a
nivel de los dientes posteriores, aunque también pueden aparecer en los dientes

63.64.65.6667.68 'En algunas ocasiones esta tincion puede extenderse mds alla

anteriores
del tercio gingival, afectando fisuras y caras interproximales de las piezas dentarias®’.
Se localizan primordialmente en la denticion primaria, aunque también pueden

hallarse en la permanente’.

La primera clasificacion de esta pigmentacion fue descrita por Shourie”, dandole
valor de 1 a la ausencia de linea, valor de 2 a una linea formada por pequefios puntos

que no llegan a confluir entre si y valor de 3 a la presencia de una linea continua.

Posteriormente, esta primera clasificacion es modificada por diversos autores. Koch
considera como criterio para el diagnostico de la tincion la presencia de puntos
negros de un diametro menor a 0,5 mm formando una discoloracion lineal paralela al
margen gingival en las superficies dentales de al menos dos dientes distintos sin
esmalte dental cavitado’!. Siguiendo las clasificaciones elaboradas por Shourie y
Koch, Gasparetto también varia las mismas afiadiéndole un criterio adicional basado

en la extension de la superficie dental afectada por esta tincion (fig. 8)7.
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Esta ultima modificacion es la mas empleada actualmente en la mayoria de los
estudios realizados al respecto. Asi, en una poblacion infantil compuesta por 39
nifios con esta pigmentacion, el 41% (n=16) presentan una puntuacion de 3
(presencia de tincion mas alla del tercio cervical de la superficie dental), seguido de
aquellos (30,8%, n=12) que tienen una puntuacion 2 (depositos limitados a la mitad
del tercio cervical formando una linea continua pigmentada) y, por ultimo, con un
28,2% , hay 11 nifios que exhiben una puntuacion 1 (las lineas o puntos pigmentados

paralelos al margen gingival no confluyen entre si)’>.

No se relacionan con la higiene y su intensidad de color es variable de unos pacientes
a otros>®. Pueden dar en ocasiones sensaciéon de arenilla si son muy abundantes,
aunque por lo general son asintomaticas, llegando incluso a pasar desapercibidas por
los individuos portadores si no estan presentes en abundancia en la cavidad oral.
Como ademas estas manchas se encuentran firmemente adheridas al esmalte, siendo

muy complicada su remocién, a nivel estético presentan un problema importante?.
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Shourie

1) No hay linea

2) Puntos pigmentados que no confluyen en
tercio cervical

3) Puntos pigmentados que forman linea
continua en tercio cervical

Koch

Diagnostico de manchas dentarias extrinsecas
negras: presencia de puntos negros (diametro
menor a 0,5 mm) formando una discoloracion
lineal (paralela al margen gingival) en
superficies dentales lisas de al menos dos
dientes diferentes sin cavitacion de la
superficie del esmalte

Gasparetto
1) Puntos pigmentados que no se agrupan,

paralelos al margen gingival

2) Linea continua pigmentada limitada al
tercio cervical

3) Puntos pigmentados mas alla del tercio
cervical

Fig. 8. Clasificacion de la tincion extrinseca negra segin Shourie (A), Koch (B) y Gasparetto (C)7.
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2.6.2. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Las tinciones extrinsecas en los dientes son muy comunes y pueden tener su origen en
una amplia variedad de causas y factores. En general pueden ser eliminadas por el
mismo paciente o por el propio odontdlogo, mediante una profilaxis dental. La
pigmentacién extrinseca negra de origen bacteriano puede ser confundida en su
diagndstico con otros tipos de tinciones exdgenas de similar apariencia clinica (tabla 2).
Entre estas ultimas, podriamos citar las lesiones por caries, el consumo de té o café o el

habito tabaquico.

La lesion por caries presenta una diferencia importante en su diagndstico con respecto a
la tincion cromdgena dentaria. Asi, mientras la segunda puede ser eliminada a través de
la remocion mecanica y/o el pulido de la superficie dentaria, la primera necesita de la

realizacion de un tratamiento restaurador para su eliminacion completa.

Por otra parte, de igual forma es fundamental el diagndstico diferencial con las tinciones
provocadas por el consumo de té, pues presentan una imagen clinica similar. Estas
coloraciones suelen aparecer de manera predominante en la poblacion adulta y también
por debajo del ecuador dentario como las manchas dentarias negras, pero en contraste se
presentan en dientes con caras vestibulares abombadas y no en superficies mas bien

lisas®.

De la misma forma, las manchas producidas por la accion del tabaco, cigarrillos, puros
o pipa deben ser igualmente distinguidas. Para ello se debe tener en cuenta un historial
clinico de consumo de estos productos mantenido en el tiempo y que se presentan en
adultos, descartando la aparicion en niflos. También son dificiles de eliminar y su

localizacion es, sobre todo, a nivel de los dientes anteriores.

Tras el uso de colutorios de clorhexidina por espacios de tiempo superiores a las 3
semanas, también se observan discoloraciones a nivel general de los dientes, aunque en
este caso de una tonalidad marrén a amarillenta. Nuevamente es importante una
detallada historia clinica y saber que la eliminacion de las mismas suele ser mas sencilla

que la de las manchas extrinsecas negras de origen bacteriano.
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Las tinciones producidas en aquellos dientes portadores de obturaciones de amalgama
de plata se diferencian con las manchas extrinsecas negras en que la coloracion de las

primeras solo se observa en los margenes de la restauracion’®.

Igualmente, diferentes manchas localizadas que no se expresan a nivel general son las
representadas por el uso de materiales odontoldgicos, tales como nitrato de plata
(coloracion negro-azulada, poco empleado en la actualidad), yodo (coloracion

marronacea), eugenol o compuestos fenodlicos (marrén oscuro).

Otros componentes metalicos, como el hierro (pigmentacion negra) o el potasio
(coloracion violeta a negra) pueden dar lugar a un diagnostico equivoco. En estos casos
se producen por ingesta de medicamentos (raramente) o por una exposicion a estos

elementos prolongada en el tiempo, que se asocia habitualmente a cuestiones laborales.
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manganeso, plata)

Color Origen Distribucién Tratamiento
Depositos de té, Vestibular molares maxilares, .
Marrén P , . L. . Profilaxis dental
café, etc. lingual incisivos mandibulares
, Tercio cervical a tercio medio
Marron L. . .
Tabaco corona clinica en la mayoria de Profilaxis dental
oscuro/negro i
los dientes
Tercio cervical a tercio medio,
Negro Bacteriano también en interproximal, en la Profilaxis dental
mayoria de los dientes
. Vestibular de dientes anteriores Cepillado o profilaxis
Verde Bacteriano . L.
maxilares en tercio gingival dental
Vestibular de dientes anteriores
Naranja Bacteriano maxilares o mandibulares en Cepillado dental
tercio cervical
Metales (hierro, L. .
Negro ( Toda la corona clinica Profilaxis dental

Verde/verde-azul

Metales (cobre,
niquel)

Toda la corona clinica

Profilaxis dental

Yodo, fluoruro de

inferiores mandibulares

Marron - Toda la corona clinica Profilaxis dental
estafio, eugenol
. Permanganato de . .
Violeta/negro g . Toda la corona clinica Profilaxis dental
potasio
Surcos y fisuras, margenes
Marron/amarillo Clorhexidina gingivales, puede extenderse a Profilaxis dental
toda la corona clinica
Sustitucion
. i . amalgama por resinas
Gris Amalgama dental Margenes de restauraciones g P
compuestas o
coronas
Eliminacion de la
Marrén/negro Caries (bacteriano) Cualquier superficie dental caries y colocacion
de restauracion
A nivel margen gingival, sobre . .
. . - o Cepillado o profilaxis
Blanco/amarillo Materia alba, sarro todo en lingual incisivos dental
enta

Tabla 2. Tinciones extrinsecas y su tratamiento®?.
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2.6.3. COMPOSICION DE LA PLACA

2.6.3.1. REVISION DE LA LITERATURA

Las primeras bacterias pigmentadoras de negro fueron descritas en 1919 por
Castellani y Chalmers, aunque el término de Bacteroides melaninogenicus fue
acufiado por Oliver y Wherry en 1921. El pigmento caracteristico producido en
medio agar/sangre se pens6 que era melanina, de ahi la denominacion. A pesar de
que hubo cambios en las denominaciones, se mantuvo la mencionada hasta 1970.
Entrados los afios 60, se comprueba la heterogeneidad quimica y serologica entre

las cepas y los aislamientos reagrupados bajo esta denominacion’.

En consecuencia, en 1970, la especie Bacteroides melaninogenicus, dependiendo
de su facultad de fermentacion de los azucares, se divide en tres subespecies:
Bacteroides melaninogenicus subsp. intermedius para las fermentadores débiles,
Bacteroides melaninogenicus subsp. asaccharolyticus para las no fermentadoras y
Bacteroides melaninogenicus subsp. a partir de cepas extraorales y orales de
bolsas periodontales de Bacteroides asaccharolyticus. Los datos seroldgicos y
fisiologicos confirmaron la heterogeneidad de la especie mediante estudios de
homologia del ADN y fue creada la especie Bacteroides gingivalis en 1980, que
agrupaba las cepas no fermentadoras de origen oral humano. En 1984, se creo la
especie Bacteroides endodontalis a partir de las cepas no sacaroclasticas aisladas

en infecciones pulpares.

A partir de 1988 se establecié un nuevo género, Porphyromonas, que reagrupaba
las tres especies no sacarocldsticas y pigmentadoras de negro: Bacteroides
endodontalis, Bacteroides gingivalis y Bacteroides asaccharolyticus. Un afo
después, se plantea incluir en el género Bacteroides solo las especies proximas al
Bacteroides fragilis. Finalmente, en 1990, se proyecta la creacion del género
Prevotella, que abarca las especies sacarocldsticas proximas a Bacteroides
intermedius 'y Bacteroides melaninogenicus, pigmentadas y no pigmentadas’*

(tabla 3).
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Bacterias pigmentadoras no sacaroliticas | Bacterias pigmentadoras sacaroliticas
Porphyromonas endodontalis Prevotella denticola

Porphyromonas gingivalis Prevotella intermedia

Porphyromonas circumdentaria Prevotella loescheii

Porphyromonas salivosa Prevotella melaninogenica

Bacteroides macacae Prevotella nigrescens

Tabla 3. Bacterias pigmentadoras de negro sacaroliticas y no sacaroliticas™.

2.6.3.2. COMPONENTES DE ORIGEN BACTERIANO

Varios son los métodos que han empleado los distintos autores al analizar la
composicion de la placa bacteriana negra, entre ellos el microscopio de
transmision de electrones, para asi poder observar la estructura de las membranas
bioldgicas. Theilade y Pang’® hallan que los microorganismos mas frecuentes en
esta placa son cadenas de bacterias gram-positivas y filamentos gram-positivos,

sobre todo donde hay mayor cantidad de acimulos bacterianos.

Las bacterias gram-positivas se adivinan en proceso de division. En las capas mas
profundas algunas muestran una delgada pared celular y en las mas superficiales
muestran vesiculas de tamanos variados en su citoplasma. Estas vesiculas estan

en conexion con el espacio extracelular.

Los filamentos gram-positivos estan formados por segmentos cortos que, muchas
veces, estan rodeados por una vaina que agrupa los segmentos individuales de
forma conjunta. Algunos, en lugar de segmentados, muestran extremos
adelgazados. Otros exhiben un aspecto en forma de mazorcas de maiz por su
unién a cocos gram-positivos. También cabe mencionar que se advierten células

epiteliales y cocos gram-negativos’®.
Dentro de esta matriz intermicrobiana filamentosa o granular, en la interfase entre

esmalte y el deposito, las bacterias se encuentran en contacto directo con los

cristales del esmalte o separadas del mismo por una ancha capa’’.
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Teniendo en cuenta la capa mas superficial del esmalte se percibe que el deposito
estd notoriamente dividido en 2 partes: una externa con microorganismos (mas
prevalente en la periferia del depdsito) y otra interna (normalmente en el centro
del deposito) de coloracion amarillenta a marrén. Aunque algunas capas no
siempre estan presentes, la capa interna opaca es la capa que mas frecuentemente
se observa en las porciones centrales de los depositos y la capa de placa bacteriana

es la mas prevalente en la periferia de los mismos.

La capa bacteriana externa, dispuesta de forma perpendicular a la superficie del
esmalte, estd constituida por numerosos microorganismos filamentosos, que dan
lugar al aspecto tipico de placa madura. En algunas areas, parece que la tincion
esté cubierta por una capa constituida con mucha probabilidad por precipitados

procedentes de la saliva.

La estructura interna exhibe también una superioridad de microorganismos
filamentosos orientados mas o menos de forma perpendicular a la superficie
dental. En alguna parte la morfologia de las bacterias esta oscurecida en parte por
una sustancia similar al cemento, posiblemente como resultado de la calcificacion
bacteriana. La calcificacion inicial se advierte como pequefios agregados de
cristales presentes en la matriz intermicrobiana y dentro de los microorganismos,
bien en contacto con la membrana citoplasmatica dentro de la pared celular, en los
mesosomas del citoplasma o a través del mismo. Incluso, en algunos lugares, la
calcificacion es tan avanzada que la matriz intercelular estd casi completamente

ocupada por cristales densos.

De forma especifica, las bacterias que componen esta placa en individuos con
manchas extrinsecas negras de origen bacteriano no difieren de las halladas en

individuos sin ellas.

Asi, en biofilms de pacientes portadores de ortodoncia con manchas extrinsecas
negras, Teixeira’® no encuentra diferencias significativas en las bacterias

estudiadas (P. nigrescens, P. intermedia, Actinomyces spp. y S. mutans).
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Entre las especies no pigmentadas, el S. mutans exhibe similares resultados

(23,1% en portadores de manchas negras y 19,2% en grupo control).

El recuento de S. mutans y de Actinomyces spp. no ofrece tampoco importantes
discrepancias entre individuos sin y con tincién para los mismos autores’’. Entre
otras bacterias detectadas en sujetos con manchas, P. nigrescens es la mas
frecuentemente observada (30,7%, 8/26), seguida de P. intermedia (3,8%, 1/26),
aunque también sin resultados significativos comparado con el grupo control, lo

que insinua una similar colonizacion del biofilm dentario en ambos grupos.

También se detecta la presencia de P. gingivalis, P. melaninogenica,
P. intermedia, P. nigrescens y A. actinomycetemcomitans en el informe de un

caso de un paciente de 10 afios con estas pigmentaciones®’.

Otras bacterias observadas en muestras de placa de individuos entre 3 a 10 afios
de edad con las pigmentaciones negras son A. naeslundii y P. gingivalis. Ademas,
hay F. nucleatum y Lactobacillus spp. Donde no se aprecian diferencias
importantes es en el recuento de S. mutans, S. sobrinus, P. intermedia y

A. actinomycetemcomitans 5'(tabla 4).

Con la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa, no se advierte la presencia
de P. gingivalis y P. melaninogenica, tanto en el grupo control como en el otro de
individuos con manchas. Por el contrario, estd demostrada la implicacion de
Actinomyces en el crecimiento de la pigmentacion, ya que se halla en el 50% de
los pacientes. Ademas, el 70% de los individuos son positivos para

A. actinomycetemcomitans, versus el 20% de los pacientes del grupo control®2,

Las cifras que maneja Garcia®, con la misma técnica, son de un 33% de
prevalencia de Actinomyces para una muestra de 30 dientes, seguido de un
12,62% para el género Streptococcus. Este autor aiade que tiene un porcentaje de
un 6,8% que representa a una bacteria no caracterizada, pero que es importante

destacar.
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En concreto, segiin la especie, Actinomyces naeslundii es la que mas predomina
(17,48%), seguido de Actinomyces oris, Veillonella parvula y Streptococcus
sanguinis (3,88%). En pequefios porcentajes se puede identificar Porhyromonas
spp. y Porphyromonas catonial. Al no observar Bacteroides o Prevotella,

concluyen que estas bacterias no estan relacionadas con la pigmentacion.

Con la misma técnica, hay un mayor volumen de bacterias del género
Actinomyces spp. en nifios con manchas negras comparado con un grupo control,
por lo que se cree posible también su implicacion en el deposito de la
pigmentacion. Otros filotipos bacterianos mas abundantes en estos nifios fueron
los siguientes: Cardiobacterium spp., Haemophilus spp., Corynebacterium spp.,
Tannerella spp. y Treponema spp. Recalcan, empero, que no hay diferencias
significativas  entre los 2  grupos  para P intermedia y
A. actinomycetemcomitans. En general, manifiestan que la diversidad microbiana
es menor en los nifios con pigmentaciones, tanto a nivel de saliva como en la

placa negra®*.

Entre las bacterias pigmentadoras de negro aisladas en otras localizaciones, la
P. nigrescens es la que con mayor frecuencia se aisla de los segmentos apical y
coronal de conductos radiculares infectados. P. intermedia solo se detecta en el

segmento apical de un conducto radicular®>8647,

Otros autores interesados en la microbiologia de esta placa negra, estudiaron si
habia correlacion entre ésta y la composicion salival de los individuos y hallaron
que es mayor la poblacion de Actinomyces en saliva, pero sin llegar a ser
estadisticamente significativo. Consideran, por tanto, que es probable su
participacion en la formacion del pigmento, pero que estaria influido también por

otros factores®.

En la siguiente tabla se describe la microbiologia de la tincion en la placa dental

segun los diferentes autores (tabla 4).
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Microorganismos presentes en la
Autores Lugar de la toma de la muestra L.,
tincion

- P. gingivalis

Sab Is.32 Pl dental - P. melaninogenica
abpa y cols. aca denta

v - Actinomyces spp.

- A. actinomycetemcomitans

- A. naeslundii
Bartsch® Placa dental - 8. mutans

- Lactobacillus spp.

- P. nigrescens
- P. intermedia
S - Actinomyces spp.
Teixeira y cols.” Placa dental
- S. mutans
- P. nigrescens

- P. intermedia

- A. naeslundii

- P. gingivalis

- F. nucleatum
Heinrich-Weltzien y cols.®! Placa dental - Lactobacillus spp-
- S. mutans
- 8. sobrinus

- A. actinomycetemcomitans

- P. intermedia

- P. intermedia

- A. actinomycetemcomitans
- Cardiobacterium spp.
Liy cols.® Placa dental - Haemophilus spp.

- Corynebacterium spp.

- Tannerella spp.

- Treponema spp.

- P. intermedia
- A. actinomycetemcomitans
Pessoa y cols.® Placa dental - P. melaninogenica

- P. intermedia

- P. nigrescens

Tabla 4. Microorganismos presentes en manchas extrinsecas negras de origen bacteriano en la placa dental.
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e BACTERIAS PIGMENTADORAS DE NEGRO

Estas especies son denominadas pigmentadoras de negro porque producen un
pigmento negro en sus colonias cuando son cultivadas en laboratorio con medios
agar/sangre, hemina y vitamina K. Esto es debido a la presencia de hemina y
protoporfirina. La hemina es indispensable para el crecimiento de las mismas

tanto in vivo como in vitro.

o Prevotella nigrescens

Presente en la microbiota subgingival de uno de cada dos individuos con
buena salud periodontal, aumentando su presencia en tres de cada cuatro

individuos con periodontitis’*.

Formadora de colonias de color negro en placas de agar sangre. Con
morfologia de baston, gram-negativa, anaerobio obligado y no esporulado.
Las superficies de las colonias después de 3 dias en agar sangre son
circulares, de 0,5 a 2 mm de didmetro, ligeramente convexas y de color
marrén a negro y las células tienen una anchura entre 0,3 a 0,7 um por una
longitud de 1 a 2 pm. La pigmentacién ocurre habitualmente en la periferia
de las colonias, mientras que el centro es de color crema a marrdn oscuro.
Bajo radiacién ultravioleta (365 nm) muchas colonias exhiben una

fluorescencia de color rojo brillante.

Algunas cepas son débilmente hemoliticas y unas pocas son a-hemoliticas.
Los pigmentos producidos mayoritariamente son protohemina y

protoporfirina®.

o Prevotella intermedia

Bacilos gram-negativos, inmoviles, pleomorficos, moderadamente
fermentativos. Anaerobio obligado. Sus colonias en agar sangre son lisas,
pequetias, circulares, translicidas u opacas, grises o con pigmentacion

marrdn o negra.
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Se aisla con mucha frecuencia de abscesos periapicales, alveolitis, osteitis
periimplantarias e infecciones pulpares. Tiene actividad peptidasa y lipasa.

Su habitat primario oral se encuentra en el surco gingival’*°!.

o Prevotella melaninogenica

Con las mismas caracteristicas principales que la anterior. Se han descrito
fimbrias que intervienen en la coagregacion bacteriana y la adhesion, y
residuos proteicos y glucoproteicos superficiales, como receptores de otras

adhesinas’®.

o Porphyromonas endodontalis

Gram-negativo, anaerobio obligado, con morfologia de bastones no méviles
o cocobacilos y no formador de esporas. Las colonias en agar sangre son
lisas, convexas y circulares, desarrollando pigmentacion negra a los
7-14 dias. La protohemina es el pigmento principal, pero también hay
protoporfirina. La temperatura dptima para su crecimiento es de 37°C *2. La
hemolisis es visible en medio de agar/sangre después de la incubacidon

durante 24 horas al aire”>.

Se puede aislar de infecciones pulpares, abscesos periapicales y, en
ocasiones, en bolsas periodontales. Sobre todo se localiza en las mucosas
orales (lengua y amigdalas). Fabrica productos toéxicos como el butirato y el
propionato, que impiden el crecimiento de las células tisulares. Es autoctona

de la cavidad oral, aunque sus proporciones son minoritarias’®.

o Porphyromonas gingivalis

Bacilos o cocobacilos gram-negativos e inmoéviles de 0,5-1,2 um de
diametro. Son asacaroliticos, producen acido fenilacético y tienen actividad
de hemaglutinacioén y seudotripsina. Las colonias en agar sangre son lisas,
convexas, circulares, brillantes, y producen un pigmento marrén oscuro o

negro tras varios dias de incubacion.
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Se localizan en el surco gingival, especialmente cuando no hay buena salud
periodontal, por ello se les considera un agente patégeno mayor de las
periodontitis, aunque otros nichos son la saliva, lengua y amigdalas.
Relacionados con infecciones endodontales, abscesos periapicales y
periodontales, con la destruccion y progresion de la periodontitis y con la
gingivitis’*!.

Raramente hay formacion de colonias no pigmentadas. El pigmento que mas
se produce es la protohemina, aunque es posible hallar trazas de

protoporfirina®?.

¢ OTRAS BACTERIAS PRESENTES EN LA TINCION

Aunque no son productoras del pigmento negro caracteristico de la tincion
exogena, estas bacterias se agrupan presentando una morfologia muy similar a la
de la placa dental, como describieron algunos autores al examinar la
ultraestructura y composicion de las pigmentaciones cromogenas en dientes
primarios. La diferencia entre ambas es el mayor numero de bacilos

gram-positivos que se hallan en la tincion negra de origen bacteriano’’.

La colonizacion de la placa bacteriana consta de varias etapas, como la
deposicion, adhesion, coagregacion, crecimiento y reproduccion de las bacterias
adheridas a la pelicula adquirida. Asi, el S. sanguis inicia la colonizacion
microbiana y después lo hace el Actinomyces viscosus. Se cree que estos
microorganismos facilitan la colonizaciéon posterior de Veillonella 'y
Fusobacterium. A los siete dias de la formacion de la placa dental, debido a los
cambios de oxigeno que hay en el ambiente, otras bacterias secundarias, como

P. intermedia, F. nucleatum y P. gingivalis, entre otras, se adhieren a las

bacterias ya presentes en la placa dental'’.

o Actinomyces naeslundii

Bacilos gram-positivos, inmoviles y no esporulados. Adoptan distintas
morfologias, desde formas filamentosas, cocobacilares, rectas, curvas o con

ramificaciones.
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Pueden presentarse aisladamente, en empalizadas o en cadenas cortas. Son
anaerobios facultativos, proliferando sobre todo en ambientes con altas
concentraciones de CO». Tras 7-14 dias de incubacion, las colonias pueden
variar desde gris-blanquecino a color crema y son secas, se rompen
facilmente y adherentes o de textura lisa y mucoide. Para crecer necesitan
una temperatura de 36+1°C, aunque pueden soportar temperaturas de hasta
42°C. Los medios de cultivo apropiados son agar sangre, infusion

corazdn-cerebro y caldo tioglicolato.

Su habitat principal es la cavidad oral, aunque también se pueden hallar en
las criptas amigdalares y el tracto genital femenino. Produce periodontitis
con destruccion del hueso alveolar y tiene capacidad de coagregarse con

bacilos gram-negativos periodontopatogenos y con cocos gram-positivos®.

o Aggregatibacter actinomycetemcomitans

Bacilo o cocobacilo gram-negativo e inmovil. Crece en medios con suero o
sangre en condiciones anaerobias o en entorno aerobio con 5-10% de CO..
Produce catalasa y superoxido dismutasa. Las colonias son pequeiias, lisas,
grisdceas o blanquecinas, adherentes y no hemoliticas en agar sangre. Es
capaz de fermentar la glucosa, la fructosa y la maltosa. En la cavidad oral se
halla en las placas supra y subgingival y la mucosa bucal. Est4 relacionado

con distintas formas clinicas de periodontitis y su progresion’.

o Fusobacterium nucleatum

Bacilos gram-negativos muy pleomorficos. Pueden tener desde aspecto
fusiforme, como redondeado o fino, y con extremos romos. Inméviles y con
habitat primario en el surco gingival. Sus colonias tienen aspecto conico,

con punteado en su superficie®®.

o Lactobacillus spp.

Bacilos gram-positivos no ramificados, pudiendo presentar distintas

morfologias, desde alargadas, bacilos cortos e incluso cocoides.
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Habitualmente inmoviles y aparecen aislados, asociados o en parejas,
empalizadas o en cadenas. Para crecer de forma Optima, precisan de una
atmosfera anaerobia, aunque también lo pueden hacer cuando hay bajas

concentraciones de oxigeno (de un 5-10% de CO,)*.

o Streptococcus mutans

Son capaces de producir polisacaridos extracelulares a partir de la sacarosa.
Con gran afinidad por las superficies dentales y debido a la facultad de
producir polisacaridos intracelulares y de metabolizarlos, hace que sean

especialmente virulentos. Son productores de acido y acidéfilos’®.

o Streptococcus sobrinus

Forma colonias mas lisas que el S. mutans. Capaz de producir perdxido de
hidrégeno y glucanos insolubles y solubles, pero no fructanos. Tampoco
sintetiza polisacaridos intracelulares y se halla en proporciones inferiores al

S. mutans a nivel supragingival®®.

2.6.3.3. COMPONENTES DE ORIGEN NO BACTERIANO

Esta alteracion extrinseca del color presenta una composicion mezcla de residuos

. . . . 67
y placa dental, entre la cual se encuentran iones de hierro, calcio y magnesio®’.
Aparte, son observables carbono, oxigeno, silicio, azufre, cloro, potasio y

fosforo”’.

En los andlisis de otro estudio publicado, se observa la presencia de iones
metalicos (hierro, cobre, titanio, aluminio y zirconio), hecho atribuido al empleo
de curetas de metal para la recogida de muestras. Las cantidades de carbodn,
oxigeno, sodio, magnesio, silicio, azufre, cloro y potasio no difieren
sustancialmente con los resultados del grupo control, pero si la cuantia de calcio y
fosforo, presumiblemente debida también a la manera en la que son obtenidas las
muestras. El calcio y el fosfato son dos componentes principales de la

hidroxiapatita que pueden ser arrastrados durante el curetaje de las manchas®®,

47



Segun distintos autores la tendencia mas elevada a la calcificacion de esta linea
mesentérica es debida a la mayor proporcion de calcio y fosforo, los cuales
contribuyen a una reducciéon en la disolucidon del esmalte y a un aumento en la

capacidad tampon’.

El mecanismo que provocaria la calcificacion puede seguir dos caminos distintos:
bien mediante la nucleacion heterogénea (gracias a altas concentraciones de calcio
y fosforo en el medio tiene lugar la precipitacion de sales minerales sobre la
superficie de la placa bacteriana) o, mas probablemente en este caso, mediante

nucleos de calcificacion.

Se considera que estos depositos pueden ser clasificados como placa dental,
puesto que su tendencia a la calcificacion sigue el mismo proceso. Daria a

entender, por tanto, que el nivel de pH es bastante estable’”.

Estos ntcleos se forman a partir de la matriz intermicrobiana constituyente de la
placa bacteriana que contiene lipoproteinas que atraen los iones de calcio o a
partir de restos de bacterias muertas de las capas profundas de la placa, las cuales
tienen sobresaturacion de fosforo en su interior que produce sales de calcio al

unirse al calcio extracelular de la saliva.

De esta forma, las bacterias pigmentadoras de negro quedarian integradas en esta
matriz y la discoloracion extrinseca negra adoptaria la forma de placa dental, con

sus mismas caracteristicas'®.

2.6.4. MECANISMO DE PRODUCCION DEL PIGMENTO

Los biofilms dentales maduros estan formados por torres de microorganismos en las
cuales las bacterias residentes interactiian unas con otras. La aparicion de la placa
dental conlleva la llegada de los colonizadores primarios, predominantemente
Actinomyces 'y Streptococcus, los cuales proveen sitios de union para la coadhesion

con otras bacterias.
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Se piensa que Fusobacterium nucleatum juega un papel crucial en la maduracion de
la placa dental porque establece coagregados con casi todas las bacterias orales,
tanto colonizadores primarios como tardios, por ejemplo Eubacterium spp.,
Treponema denticola o Tannerella forsythia. A medida que el biofilm crece en
complejidad, se crean distintos microambientes en su interior que dan lugar a nuevos
nichos para los colonizadores tardios, incluyendo patégenos periodontales, como

Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia 'y Treponema denticola®.

Para lograr este crecimiento, las bacterias que forman el biofilm se sirven de
diferentes mecanismos. Entre ellos, la saliva constituye la mayor fuente de
nutrientes. Al tratarse de una mezcla de proteinas complejas y glicoproteinas, no son
digeridas facilmente por las bacterias. De esta manera, para poder ser degradadas de
forma eficaz, es necesaria la actividad simultanea de muchas enzimas, y el conjunto
de microorganismos estd mejor preparado para llevar a cabo esta tarea que las

distintas especies por separado'®.

Otra fuente potencial de nutrientes proviene del fluido crevicular gingival. Las areas
interproximales y el surco gingival protegen a los microorganismos de las fuerzas
normales de remocion que existen en la cavidad oral, tales como las generadas por la
masticacion, el flujo salival y la higiene oral. Ambos sitios tienen un bajo potencial
redox y, ademas, la region del surco gingival estd bafada por el fluido crevicular
gingival, el flujo del cual aumenta durante la inflamacion y en la enfermedad
periodontal. En consecuencia, estas areas soportan una mayor diversidad microbiana,

incluyendo grandes proporciones de bacterias anaerobias obligadas®.

El fluido crevicular gingival contiene no solo componentes de las defensas del
huésped (anticuerpos y células fagociticas), también proteinas y glicoproteinas que
actlan como nutrientes para las bacterias que residen en el surco gingival, como
Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans y Tannerella
forsythia. Muchos de estos microorganismos son proteoliticos y degradan estas
complejas moléculas mediante la elaboracion de metano, COz, sulfuro de hidrogeno

o dihidrégeno.
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Los cofactores esenciales (como la hemina para las bacterias anaerobias
pigmentadoras de negro) se obtienen de la degradacion de productos del huésped que

contienen hemina, como hemopexina, hemoglobina y haptoglobina.

Las superficies lisas estdn mas expuestas al ambiente y solo se pueden colonizar por
un numero limitado de especies adaptadas a las condiciones extremas. Los hoyos y
fisuras de las superficies oclusales proporcionan mas proteccion frente a los cambios
ambientales vy, por afiadidura, son susceptibles a la retencion de restos alimentarios.
Por ello, pocos son los anaerobios que proliferan en estos lugares y la microflora esta

compuesta sobre todo de bacterias gram-positivas, especialmente Streptococcus®.

La coagregacion bacteriana también es importante en la formacion del biofilm. Asi,
por ejemplo, la capa S de Tannerella forsythia es importante para la colonizacion en
el surco gingival y est4 asociada con la enfermedad periodontal, ya que contribuye a
la coagregacion bacteriana, con bacterias tales como Streptococcus sanguinis,

Streptococcus salivarius, P. gingivalis y F. nucleatum'".

El mecanismo de producciéon de las pigmentaciones extrinsecas negras no es
concluyente. Una posible hipdtesis que explicara la formacion de estas
pigmentaciones exogenas seria la proveniente de la elaboracion de sulfuros de metal.
Un requisito indispensable para ello implicaria la desnaturalizacion de las proteinas
de la pelicula adquirida, lo que acarrearia la rotura de los puentes de disulfuro dando
lugar a grupos sulfhidrilo que reaccionarian con el hierro o zinc para dar lugar a

componentes pigmentados (marrén, amarillo)'%2,

Los analisis a nivel ultraestructural de este pigmento confirman que se trata de una
mezcla de cocos y cocobacilos gram-positivos con una cantidad no muy grande de
bacilos gram-negativos. Adyacente al esmalte se observa, asimismo, una zona de

células muertas'®.
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El crecimiento bacteriano de las diferentes especies posiblemente implicadas en la
etiologia de este fendmeno requiere de un medio de cultivo que participe en este
proceso. Doce de catorce cepas de Bacteroides melaninogenicus aisladas de la

cavidad oral por Gibbons y MacDonald'% precisan de hemina para su crecimiento.

Cuando B. melaninogenicus es cultivado en un medio que contiene sangre, observa
Duerden, las colonias adquieren un color marrén oscuro'®. Tracy realiza anélisis
quimicos a esta pigmentacion y encuentra que posee las caracteristicas del sulfuro de
hierro coloidal. Por ello se observa el cambio de coloracion, ya que el sulfuro ferroso

se oxida rapidamente en sulfuro férrico de tonalidad marrén'%.

El pigmento puede ser intracelular o asociado a la célula de forma que no consigue
ser eliminado con el lavado con agua, a pesar que el pigmento es soluble en la misma
y puede ser extraido en solucidn acuosa tras el tratamiento con ultrasonidos. Aparte,
¢éste tiene un pico de absorcion con espectrometria a 410 nm, coincidente con la
misma longitud de onda de la hemoglobina. Se advierte que la protohemina es un
componente principal de estas colonias, variando su cantidad desde 10 mg de
protohemina/g de células secas a los 4 dias a 26 mg/g a los 5 dias y, finalmente, a los

35,5 mg/g alos 9 dias.

La protohemina solo se forma en pequefias cantidades. El cultivo de la subespecie
melaninogenicus (VPI9085 y WAL2728) a la luz ultravioleta exhibe una
fluorescencia roja después de 1-2 dias de crecimiento con medio agar sangre. El
integrante principal de estas colonias es la protohemina, pero también hay
protoporfirina. El ratio hemina/porfirina desciende de 25 (tercer dia) a 7,7

(décimo dia)'®.

Las colonias de la subespecie intermedius (T588), en cambio, a los 3-4 dias se
contemplan de un color negro oscuro, pero son mas pequefias, -hemoliticas y
rugosas, siendo rojo fluorescente débilmente en la parte central de las colonias
jovenes. Su constituyente primordial es la protoporfirina, cuya cuantia asciende
desde 2,6-3,0 mg/g de células secas a los 3 dias hasta un maximo de 6,8-7,3 mg/g de

células secas a los 7 dias.
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El pigmento de hemina asociado con P. intermedia y P. nigrescens se adhiere
firmemente a las paredes celulares. Este cambio de coloracion a negro resulta de una
variacion hipercromica en el espectro debido al aumento en la concentracion del

hierro monomérico (I1T) protoporfirina IX>.

La P. intermedia se une a la hemoglobina humana gracias a un receptor con gran
afinidad, que no competiria con el receptor que usa este microorganismo para captar
la misma cuando es cultivado en presencia de hemina, indicando que la célula posee
més de un mecanismo para el consumo de hierro®. Este receptor es la proteina
60-kDa que se encuentra en la fraccion de la membrana externa insoluble de

Sarkosyl'?’.

En un estudio publicado por estos ultimos autores en 2006, observando la
degradacion de la hemoglobina en dos cepas distintas de P. intermedia, ATCC 49046
y ATCC 25611, se percatan que el 30% de la misma sufre este proceso a los 30
minutos, a las 6 horas este porcentaje llega al 80% vy, a las 20 horas, no queda ningin
resto de esta molécula. La actividad de desintegracion es mayor con el descenso del
pH, siendo optima con un pH 5. Esto implica que, en un medio acidificado, la

proteasa que participa en este proceso, seria mas activa con niveles bajos de pH'%®.

Leung y Folk!®sefialan que el hierro de la hemina es fundamental para el
crecimiento de P. intermedia, pero es incapaz de procesar formas inorganicas de
hierro o lo hace de forma ineficaz. Sugieren también que P. intermedia también crece
en presencia de porfirinas y que la protoporfirina IX podria sustituir a la hemina en el

desarrollo de esta bacteria.

Bajo la influencia del calor, por otra parte, este fendmeno disminuye. En condiciones
oxidantes, P. intermedia produce ligeramente mayor cantidad de hemoglobina que en
ambiente reductor. Son diferentes los mecanismos que estan implicados en la unién a

la hemina y a la hemoglobina'®’.

52



La produccion del pigmento durante el cultivo de P. nigrescens ATCC 33563 y
P. intermedia ATCC 25611 desvela una degradacion proteolitica parcial de la
transferrina, sobre todo una vez que el cultivo ha llegado a la fase de crecimiento
estacional, de lo cual se deduce que el crecimiento de esta bacteria en presencia de

esta proteina del plasma como fuente de hierro no es relevante.

La transferrina restituye los iones de hierro que no se encuentran disponibles para las
bacterias, desempefiando un papel trascendental en los mecanismos de defensa del
huésped, al provocar la solubilizacion del hierro (Fe3+) y su liberacion desde los
lugares de almacenamiento y absorcion a los lugares donde es empleado.
P. nigrescens y P. intermedia crecen en presencia de holotransferrina, pero no de
apotransferrina, hecho que hace pensar que ambas especies pueden obtener hierro de
la transferrina del plasma. P. nigrescens crece en presencia de suero humano,
pudiendo por tanto ser resistente a la actividad bactericida del suero y es capaz de
usar el area de union a la transferrina presente en el fluido crevicular gingival

encontrado en las bolsas periodontales.

Ademas de ello, es evidente la actividad de uniéon a la transferrina en ambas
bacterias. En P. nigrescens se desarrolla este proceso gracias a la proteina 37-kDa
que se encuentra en su superficie. El tratamiento de las células con enzimas
proteoliticas tales como tripsina, proteinasa K, etc., y el cultivo de las mismas en
presencia de hemina se relaciona con un marcado descenso de la actividad de union a

la transferrina.

Este proceso se produce sobre todo en niveles de pH bajos (4,5 a 6), siendo menor en
pH neutro y practicamente insignificante en pH alcalino''’. Lo mismo ocurre para

P. gingivalis.
P. gingivalis W50, después de ocho dias de crecimiento en medio agar sangre, forma

colonias de un color negro-verdoso vy, tras 7 dias mas de incubacion, éstas se vuelven

negro oscuro’.
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Bajo diferentes condiciones ambientales, P. gingivalis W50 aumenta su union a la
ferriprotoporfirina IX si las células estan en un medio con exceso de hemina en
condiciones oxidantes que si las mismas tienen limitado el acceso a esta molécula. Si
cambia el entorno a reductor, las capacidades de union a la hemina crecen en ambos

Casos.

Las colonias de P. gingivalis W50 presentan un pH de aproximadamente 7,5. El pH
decrece aproximadamente a los 6 a 8 dias durante el crecimiento en medio agar
sangre. La disminucion del pH resultaria en una adicion de protones a las cadenas
laterales carboxilo-hemina, aminorando radicalmente la solubilidad y favoreciendo el
apo6sito de una capa insoluble encima y alrededor de la célula de iones de hierro

protoporfirina IX en la forma monomérica'!!.

Marsh!!? explica que la liberacion de hemoglobina y transferrina y su posterior
aprovechamiento por parte de muchas bacterias anaerobias y de bacterias
proteoliticas que las usan como nutrientes esenciales, se produce en procesos tales

como la gingivitis y periodontitis.

Cuando hay acumulacion de placa en exceso, la respuesta inflamatoria local se
traduce en un incremento del fluido gingival crevicular como respuesta a esta
inflamaciéon (desde donde se liberan estas moléculas), junto con aumento de
sangrado, de pH y de temperatura. Este fluido es usado por los anaerobios
proteoliticos que pueden actuar potencialmente como patdogenos periodontales,

aprovechandolo como una fuente primaria de nutrientes.

En consecuencia, las bacterias gram-negativas, que contienen lipopolisacaridos, ven
elevado su nimero. Después hay una bajada del potencial redox y las proteasas que
se producen desregulan la respuesta inflamatoria del huésped, agravando atin mas la

situacion.
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2.6.5. PREVALENCIA

Las diferencias existentes a nivel mundial en la prevalencia de este fenomeno
podrian tener origen genético o cultural, de acuerdo con Bartsch®. Asi, la
prevalencia de aparicion de esta pigmentacion en nifios (12 a 15 afios) en Moradabad
(India) es del 20%, porcentaje del cual el 47,4% corresponde al sexo femenino y el
52,5% al masculino®”. En Estambul (Turquia), las cifras son algo menores, de un
18,5% en una muestra de 325 nifios de 5 a 13 afios de edad (167 nifios y 158
nifias)'!®. La proporcién de poblacion infantil (6 a 12 afios) afectada en Santa
Terezinha de Itaipu (Brasil) es menor (5,75%), siendo 14 nifias (67%) y 9 nifos
(33%) los portadores de estos depositos''®. En otra poblacién brasilefia del mismo
estado se extrae un porcentaje algo mayor, un 14,8% (n=263) entre nifios del mismo
periodo de edad’?. De ellos, 19 son nifios y 20 nifias. Mellanby y Coumoulos®’

alcanzan porcentajes parecidos en niflos de 5 anos de edad procedentes de escuelas

en Londres (10,6%).

Similares cifras se obtienen (11,6%) en una poblacion de nifios de 6-12 afios (n=267)
en San Juan de la Costa (Chile). La distribucion segun el género es de 15 casos en

nifios (48,4%) y 16 en nifias (51,6%)!'.

Otro estudio encuentra que, de 801 nifios entre 6 a 11 afios, 30 (4% del total) son los
que exhiben esta coloracion en la superficie dentaria (17 nifios y 13 nifas) en
Ladenburg, Oftersheim, Schwetzingen Nord y Schwetzingen Siid (Alemania)®. En
un lugar distinto de este pais (Rhein-Kreis Neuss), este porcentaje es menor, del
1,5% (113/7624)%. Una prevalencia similar (3,1%) es observada en una muestra de
3272 ninos de 6 anos de edad, donde 3058 nifios (3,9%) son nativos (Oviedo,
Espafia) y 214 (1,9%) inmigrantes, aunque entre los dos grupos la disparidad no es

importante (p=0,416)'"°.

En Valencia, las cifras obtenidas por algunos autores son bajas (2,4%)'!”, aunque la

8

prevalencia total hallada por Paredes y Paredes'!® es mayor (7,54+1,6%), con un

intervalo de confianza de incidencia en la poblacién entre 6,0-9,1%.
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De forma similar, de una muestra de 1086 nifios entre 6-12 afios en Potenza (Italia),

'y, en Baghdad, segiin Hassan y Qasim’® el

el 6,3% presentan esta tincion’
porcentaje de estas manchas en dientes anteriores para una muestra de 569 nifios de 5

anos de edad es del 8,44% y, en dientes posteriores, del 2,64%.

Valorando las superficies afectadas, se obtiene un 18,04% como promedio por
paciente (tamafo muestral total: 433 sujetos; prevalencia mancha dentaria negra:

4,2%)11°.

En el Servicio de Odontopediatria del Hospital Central Fuerza Aérea del Peru,
Mayta-Tovalino y Torres-Quevedo'?® hallan que el 6,49% (n=12) de 185 nifios
evidencian estas pigmentaciones. Una baja prevalencia (4,16%) de esta afeccion se
encuentra en Rosario (Argentina), de un total de 433 nifios examinados entre 3 y 10
afios de edad''®. Una cifra aproximada (5,8%) de entre 260 nifios, es la que logran
Mahmoodian y Hashemi!?!, lo que es atribuido a las diferencias en el estado de
higiene oral y un aumento en el nimero de antibidticos empleado (provocaria
cambios en la microbiota oral y, en consecuencia, una merma en las bacterias

cromogenas) o por la administracion de suplementos de hierro en forma de gotas.

Una de las tasas mas altas de aparicion de este fendmeno (16%) es la alcanzada en
Northern Mindanao (Filipinas)? (n=1748), con una media de edad de los nifios de
11,741,1 afos. La otra se contempla en la ciudad de Udaipur (India), con una
prevalencia del 18% entre nifios en edad escolar (9,3£1,9 afios)!??. En Shanghai
(China), la prevalencia de nifios con pigmentaciones extrinsecas negras es del 9,9%
(n=1397)!?*. La tabla 5 muestra un resumen comparativo de las diferentes

prevalencias obtenidas en los distintos estudios.
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Edad individuos de la

Localizacion del

Autores ~ . Prevalencia
muestra y tamafio muestral estudio
5 afios
Mellanby y Coumoulos®’ Londres 10,6%
(n=1604)
6-11 ailos . 4% (17 niflos y 13
Koch y cols.® Ladenburg (Alemania) N
(n=801) nifias)
6-12 afi
Koch y cols.” anos Potenza (ltalia) 6.3%
(n=1086)
9,3+1,9 anos R .
Bhat!? Udaipur (India) 18%
(1=1472)
3-10 afi
Bircher'"? anos Rosario (Argentina) 416%
(n=433)
Mayta-Tovalino y Peri 6.49%
et ,
Torres-Quevedo'?’ n=185 ’
6-12 afios . . 14,8% (19 nifios y
Gasparetto y cols.” Porto Rico (Brasil) ~
(n=263) 20 nifias)
Mahmoodian y Hashemi'?! Teheran 5,8%
n=260
4-11 aflos
Paredes y Paredes''® Valencia 7.54%
(n=1100)
5 afios
Hassan y Qasim®® Baghdad 48,33%
(n=569)
S 6,114 6-12 afos Santa Terezinha de 5,75% (67% ninas
revisan y cols.
v (n=404) Ttaipu (Brasil) y 33% nifios)
L. . 11,7+1,1 afios Northern Mindanao
Heinrich-Weltzien y cols.? o 16%
(n=1748) (Filipinas)
12-15 aii 20% (47,7%
-15 aflos
Tirth y cols.*’ (1=780) Moradabad (India) chicas y 52,5%
n=
chicos)
2-10 anos Rhein-Kreis Neuss
Bartsch® . 1,5%
(n=7624) (Alemania)
9-12 afios
Lloret y cols.'” Valencia 2,4%
(n=575)
6 afios
Garcia y cols.'' Oviedo 3,1%
(n=3272)
4 a5 anos aproximadamente . . 9,9% (73 niflos y
Chen y cols.'” Shanghai (China) N
(n=1397) 65 niflas)
N 11,6% (48,4%
; 6-12 aos San Juan de la Costa .
Guzman y cols.''s ) nifios y 51,6%
(1=267) (Chile)

nifias)

Tabla 5. Prevalencia de la tincidn cromogena de origen bacteriano.
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2.6.6. INFLUENCIA DE OTROS FACTORES

2.6.6.1. HIERRO

Los andlisis del agua de bebida en zonas con una alta prevalencia de tinciones
negras revelan que la distribucion de iones de hierro se encuentra alrededor de 1,2
mg/L, lo cual excede el limite permitido en la India (0,3 mg/L segin la Indian
Standard Drinking Water-Specification), pudiendo ser el causante de la aparicion
de la pigmentacion. Las bacterias del entorno periodontal producen sulfuro de
hidrégeno que interactuaria con la abundancia de hierro existente en la saliva y el
fluido gingival, y provocarian por este mecanismo la manifestacion de estos

depositos®’.

En otra region de la India hallan algunos autores también hierro en exceso en el
agua de bebida, confirmando la correlacion positiva entre la presencia de este
metal y el posible papel etiologico en la manifestacion de estos pigmentos. En
aquellas areas donde los niveles de hierro son iguales o inferiores a 1 mg, hay un

porcentaje mayor de gente sin ellos!*.

De acuerdo con estos estudios, a partir de una muestra de 3272 nifios, de un 3,1%
de ellos portadores de las pigmentaciones, se encuentra una asociacion relevante
entre nifios que consumen suplementos de hierro y la presencia de estas manchas
a nivel oral (11% del total de nifios con manchas). Asimismo, también es
importante la correlacion entre nifios con esta discromia cuyas madres habian
ingerido estos suplementos durante el embarazo. Existe una conexion destacable
igualmente entre la ingesta de alimentos con un alto contenido en hierro o de

bebidas que contienen vitamina C y este fenomeno!!®.

La toma habitual de determinados viveres como huevos, legumbres, vegetales,
etc., con un alto contenido en hierro, podria favorecer el crecimiento y
colonizacion de las bacterias en la cavidad oral implicadas en este proceso. En la

120

misma linea, Mayta-Tovalino y Torres-Quevedo'“” afirman esta conexion positiva

entre suplementos dietéticos a base de hierro y la presentacion de estas tinciones

(p=0,027).
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Por el contrario otros autores no perciben la asociacion entre sulfato de hierro en
la infancia y el consumo de alimentos que contienen hierro con la aparicion de

esta linea mesentérica®®-%8,

En experimentos realizados en laboratorio con ratas a las cuales se les suministra
azacar de cafia con hierro, los animales desarrollan mayor cantidad de placa!%.
Especificamente, si es administrado sulfuro de hierro, la placa se torna de un color
amarillo-marrén con una pelicula brillante cubriendo la superficie dentaria. En
cambio, en otros grupos donde se administra glicerofosfato férrico, la tonalidad
adoptada es gris opaco. Al mismo tiempo, se advierte que la incidencia de caries

es menor, sobre todo en el grupo de sulfuro de hierro.

2.6.6.2. RAZA

En un estudio con un total de 404 sujetos, 23 exhiben la coloracion. En concreto,
14 pertenecen a la raza blanca (60,9%), dos, a la raza negra (8,7%), seis, a la raza

malaya o parda (26,1%) y una, a la raza amarilla o mongoloide (4,3%)''%.

2.6.6.3. COLUTORIOS

No se demuestra la relacion entre el uso de colutorios y la manifestacion de la

tincion’?.

2.6.6.4. AGUA DE CONSUMO

Segun algunos autores, la posibilidad de aparicion de las manchas extrinsecas
negras es mayor cuando se consume agua del grifo comparado con el consumo de
agua embotellada, proveniente de fuentes naturales, u otros origenes. Respecto al
nimero de lesiones cariosas, se constata que los nifios que beben de fuentes

naturales tienen mas caries que aquellos que lo hacen en botella'?®.

Una conclusion contraria es obtenida por Lopez®, donde afirma que no hay
asociacion objetiva. Aunque hay exceso de hierro en el agua consumida
proveniente de fuentes naturales, no se observa asociacion positiva en Caaparinga
(Brasil). Los niveles de hierro hallados son de 0,01 a 2,45 mg/L y el limite
establecido es de 0,30 mg/L.
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De 261 sujetos de una muestra analizada de agua de consumo publica, solo en 20
(5,78%) es evidente la presentacion de manchas extrinsecas negras. Ademas, las
edades de estos sujetos afectados estan comprendidas entre los 4 y 13 afios de

edad'?’.

2.6.6.5. NIVEL SOCIOECONOMICO

Cuando los ingresos familiares son bajos en el momento del alumbramiento o las
madres tienen un bajo nivel de estudios, aumenta la prevalencia de nifios con
pigmentaciones negras. El origen de ello estaria en el facil acceso que tienen las
familias de clase alta a los servicios dentales y, con ello, a la prevencion, y a los
mejores habitos de higiene y de alimentacion que presentan'?®. Estos resultados
son coincidentes con Lopez®®, donde la renta baja se relaciona con una prevalencia

de manchas negras del 5,01%.

2.6.6.6. EDAD

Es mayor el nimero de nifios con manchas negras en niflos entre 6 a 8 afios, y el
fenomeno decrece con la edad!'®, si bien, para Bartsch®® no hay disparidad entre
grupos de 2 a 6 afios (1,4%) y grupos de 6-10 afios (1,5%). No se han realizado

estudios similares en individuos de edad adulta.

Un factor que parece influir en el cambio en la composicion de la microbiota oral
a nivel subgingival es la pubertad!?. El niimero de bacterias pigmentadoras de
negro es mayor en aquellas mujeres que se encuentran cerca de la menarquia,
equiparado con aquellas que la han experimentado de forma reciente o las que la
tuvieron en un periodo no superior a un afo. A. actinomycetemcomitans presenta
similares tasas de deteccion en los tres grupos de sujetos, sugiriendo la completa
colonizacién del fluido crevicular de los nifios por este microorganismo antes de

entrar en la pubertad.

En otro trabajo no se halla asociacion positiva entre la edad (sujetos 6-12 anos) y

la presencia de estas manchas’'.
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2.6.6.7. INDICE DE PLACA Y HABITOS DE HIGIENE ORAL

Segtn el indice de placa simplificado, no se muestran resultados significativos
entre pacientes con discoloraciones o sin ellas®!!"12%  Los acumulos de placa
estan en gran parte de las superficies dentarias, reflejo de la mala higiene oral,

aunque ello no es significativo comparado con el grupo control®,

Bircher!" encuentra también que ambos grupos estudiados en su investigacion
(grupo 1, n=18, nifios entre 3-10 afios con manchas extrinsecas negras y grupo 2,
n=18, control) tienen una correcta higiene bucal y las encias se muestran sanas,

sin signo de inflamacion.

En contraposicion, se vincula la baja frecuencia de higiene bucal con estas
manchas. Si el cepillado no se realiza de forma regular, aumentan las
posibilidades que estas manchas aparezcan y que se vuelvan mas consistentes, con
lo cual después es mas dificil eliminarlas®®!!S. Una adecuada instruccion y
motivacion en higiene oral evita y/o disminuye la recidiva de las tinciones

extrinsecas negras”%.

La frecuencia de cepillado no esta asociada con la presencia de las tinciones y es
mas relevante en la formacioén de las mismas la eficiencia en la remocion de la

placa dentaria'!3,

2.6.6.8. ALIMENTACION EN LACTANTES

De acuerdo a un estudio publicado en 2013, el tipo de alimentacion (pecho, leche

en polvo, mixto) no influye en modo alguno'®.

2.6.6.9. PESO AL NACER

En un estudio realizado en Oviedo entre enero (1988) y marzo (2011), en 3272
nifios de 6 afios de edad, el 10% de los nifios con pigmentaciones exdgenas son
nifios prematuros, siendo este resultado estadisticamente significativo (p=0,05),

tanto en nifios nativos como inmigrantes''®.
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2.6.6.10. SEXO

Diversos autores afirman que no hay relacion entre el sexo y la existencia de
tinciones extrinsecas negras!!>-117:118:120.123.129 '] porcentaje de nifios respecto a las

nifias no es significativo’!.

2.6.6.11. CONSUMO DE ALIMENTOS Y/O BEBIDAS

Los habitos nutricionales tradicionales en areas donde el acceso a los alimentos es

limitado parecen ser trascendentes en la experiencia de caries en individuos?.

El picoteo de alimentos, debido a la acidificacion del pH, alteraria la capacidad
tampon de la saliva, reduciendo la presencia de la tinciéon y de su posterior

calcificacion®.

Segin Huaman®’, es recomendable evitar el consumo de liquidos con colorantes,
medicamentos con hierro, t¢ o café, porque favorece la aparicion de la
pigmentacion negra extrinseca de origen bacteriano. La ingesta de comida con

salsa de soja hace que la misma pigmentacion sea mas abundante!?*.

El mecanismo por el cual los pigmentos de estos alimentos se incorporan a la
placa bacteriana y/o, posteriormente, al sarro o tartaro, es debido al proceso
natural de mineralizacion de la placa bacteriana con el paso del tiempo. Estos
pigmentos, junto con las altas concentraciones salivares de calcio y fosforo,
forman precipitados que se agregan a la matriz intermicrobiana adherida a la

superficie adamantina.

2.6.6.12. TRANSMISION INTRAFAMILIAR BACTERIANA

Cuando la colonizacioén bacteriana se produce de forma temprana en la cavidad
oral, se mantiene durante toda la infancia de forma estable hasta la adolescencia.
El estado periodontal en gestantes comparado con el de los recién nacidos indica
claramente el patréon de colonizacion bacteriana'!. Por ello es de suponer que la
transmision de bacterias pigmentadoras de negro entre individuos de una misma

familia sea mas que evidente.
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Durante la pubertad, el nimero de bacterias puede aumentar debido al influjo de
las hormonas sexuales. Es posible la transmision bacteriana entre individuos de la
misma familia y de padres a hijos”*. De hecho es mas probable que los nifios
cuyos padres tienen enfermedad periodontal adquieran  bacterias

periodontopatdgenas tales como P. gingivalis, T. denticola y B. forsythus'°.

2.6.6.13. TIPO DE DENTICION

En la evaluacién entre denticion decidua y permanente no se encuentran
diferencias significativas'!’. La extensién de la pigmentacion es distinta en dientes
deciduos respecto de los permanentes, localizandose en los primeros una zona
mas oscura en gingival que va gradualmente haciéndose mdés clara hacia
incisal/oclusal. En los segundos, la coloracion mas oscura estd en la unioén del

tercio medio e incisal o en la union del tercio gingival y medio.

2.6.6.14. TIPO DE DIENTE

Los dientes més afectados son el segundo molar deciduo en primer lugar y los
incisivos centrales superiores. En el primer caso, empero, solo se halla en la
mayoria de los casos una delgada linea pigmentada en el tercio cervical, quiza por
la cercania a la region rinofaringea que facilitaria la aproximacion de las bacterias
gracias al moco infectado, mientras que en el segundo caso se podria interpretar
que la adhesion y colonizacidon bacteriana se ve beneficiada por la ausencia de

saliva en estas piezas en respiradores bucales'!’.

Segun la clasificaciéon de las tinciones de Gasparetto, otros autores hallan 12
tinciones en 267 nifios de grado 1 (38,7%), 11 de grado 2 (35,5%) y 8 de grado 3
(25,8%). Las areas con mas pigmentaciones son las caras palatinas de incisivos
centrales superiores e inferiores, la cara palatina de premolares superiores y la
vestibular de molares superiores''>. Para Garcia®® son los primeros molares

permanentes los mas afectados.
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2.6.6.15. INMIGRACION

Hay una relacion tangible entre inmigracion y la manifestacion de este fenomeno
en Alemania, mostrando 41 nifios (59,4%) hijos de inmigrantes, la mayoria de
origen turco, estas manchas. Es interesante, por ello, pensar que haya una relacion
con aspectos culturales tales como costumbres alimenticias o una posible

predisposicion genética®’.

Aunque con un porcentaje algo mayor de manchas extrinsecas en sujetos nativos
de 6 afos de edad (n=3058) del 3,1% frente al 1,9% (n=214) en sujetos no
nativos, no se hallan diferencias estadisticamente significativas. Estos autores
creen que los resultados pueden ser consecuencia, no solo de la edad estudiada y

del origen racial, sino también del tamafio grupal''®.

2.6.6.16. OTROS FACTORES ANALIZADOS

Las patologias mas comunes que provocan hiposialia y pueden contribuir a la
apariciéon de la linea mesentérica o pigmentacién extrinseca negra de origen
bacteriano son: litiasis en las glandulas salivares, infecciones en las mismas,
ciertos medicamentos (antihistaminicos, antihipertensivos...) y la radioterapia de

cabeza y cuello, con la consiguiente xerostomia’.

Por lo que respecta a la respiracion bucal, la propagacion de la mancha por la
superficie dentaria es mucho mayor (95%) en aquellos nifios que tienen este
patron!?®. También aquellos que presentan un patréon de respiracion bucal
permanente (durante el dia y la noche) tienen mayor porcentaje de superficie

manchada que aquellos que solo lo hacen durante la noche.

Considerando la onicofagia, no existe correlacion positiva entre pacientes con y
sin este habito y la presencia de esta tincion. En cambio, con la digitosuccion, de
un 61% de nifios con este héabito, mas del 20% de las superficies dentales

estudiadas muestran esta pigmentacion'?’.
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2.6.7. MANCHAS DENTARIAS NEGRAS Y CARIES DENTAL

Bartsch® sugiere que la presencia de estas manchas dentarias exogenas ejerce un
efecto protector contra la caries dental’®!?3. Asi se demuestra en su estudio donde los
resultados revelan una cantidad superior de 4. naeslundii y menor adhesion de
S. mutans. El recuento de A. naeslundii es superior en nifios libres de caries con
manchas negras y en los que presentan lesiones cariosas hay mayores cantidades de

P. gingivalis y de A. actinomycetemcomitans®'.

La mayor prevalencia de Streptococcus mutans, junto con un elevado indice de placa
bacteriana, no parece influir en la presencia de lesiones de caries activas®. La
presencia de una elevada respuesta de anticuerpos Actinomyces simula de este modo
aumentar la proteccion frente a la caries directamente en asociacion con el agua de

bebida fluorada, independientemente de la eficacia en la higiene oral'*.

De acuerdo con estos resultados, un 56,5% de nifos entre 6 a 12 anos con manchas
extrinsecas negras, no exhiben lesiones de caries en la denticion permanente.

Teniendo en cuenta solo la denticion decidua, este porcentaje disminuye al 19%"!4.

La severidad de la enfermedad por caries es menor en los individuos portadores de la
pigmentacioén y, sobre todo, en los que tienen mayor afectacion de superficies

60.72,116.120,126.131 "Qe confirma, ademas, el efecto protector

dentales por estos depositos
de las tinciones en una muestra de 110 adultos portadores de las mismas con edades

comprendidas entre los 18 a 29 aflos de edad'%.
En un relato de un caso, el sujeto es portador también de esta discoloracion, pero no

muestra lesiones de caries dental, la higiene bucal es satisfactoria y la mucosa

gingival es normal, sin inflamacion®®.
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La hipdtesis sugerida por la cual estos individuos presentan menos caries es la
creacion de un entorno desfavorable para las bacterias implicadas en el desarrollo de
la caries por medio de la competencia ejercida por las bacterias implicadas en el
desarrollo de la tincion, lo que motivaria dificultades en la adhesion de las primeras a

las superficies dentales o cambiaria la ecologia del biofilm!?®.

Los motivos que se podrian citar son la baja patogenicidad de las bacterias causantes
de esta entidad y el desarrollo de la misma en un entorno pobre en aziicares’'. El
autor también supone que muchos nifios con caries de biberdn poseen estas manchas,

suponiendo ello una confusidon en muchos casos cuando la caries es diagnosticada.

Los bajos niveles de caries se pueden atribuir a los programas de intervencion a los

cuales los individuos estdn expuestos?.

Bhat!?? afirma que no existe una asociacion clara entre estas tinciones en las
superficies lisas de los dientes y menos lesiones cariosas en las mismas, se trata mas
de un efecto de baja actividad caridgena en general que de una accién localizada.
Aparte, es posible afirmar que hay menor incidencia de caries en escolares con
mayores areas de superficie dental cubierta por estos pigmentos. Tampoco es posible

afirmar que hay una correlacion significativa''®.

Otros autores obtienen una conclusion totalmente diferente de sus investigaciones.
En un relato de un caso clinico de una paciente de 5 afios de ead, se advierte una
actividad de caries elevada junto con la presencia de tinciones negras®. Para
Lopez®®, este fendmeno no representa un factor protector frente a la caries dentaria.
Los nifios tienen mayor prevalencia de caries, aunque sin ser estadisticamente

7

significativo'!”. Tampoco estaria relacionado con la severidad de las lesiones

cariosas.

La relacion de los articulos citados en este apartado, a modo de resumen, se puede

apreciar en las siguientes tablas (tabla 6a y 6b).
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RELACION ENTRE MANCHAS

comparado con el grupo control

AUTORES EXTRINSECAS NEGRAS Y 2
HALLAZGOS MICROBIOLOGICOS
PRESENCIA DE CARIES DENTAL
Shourie™ Efecto protector Datos no disponibles
Mellanby y cols.® Mayor numero de individuos libres de caries Datos no disponibles
Efecto protector: el nimero de sujetos libres
Koch y cols.” de caries es estadisticamente significativo Datos no disponibles

Gasparetto y cols.”

Mayor numero de individuos libres de caries

Datos no disponibles

Levine y cols.'*

Efecto protector en relacién con numero de
anticuerpos de Actinomyces elevado, ingesta
de flor e higiene

Aumento en los niveles de anticuerpos de

A. naeslundii

Mayta-Tovalino y Torres-Quevedo'?

Efecto protector

Datos no disponibles

Trevisan y cols.'™*

Mayor numero de individuos libres de caries

sobre todo en la denticién permanente

Datos no disponibles

Heinrich-Weltzien y cols.

Efecto protector: la prevalencia de caries es
significativamente menor en individuos con
manchas

Datos no disponibles

Bartsch®

Efecto protector: con el indice CAO-D las
diferencias son significativas en comparacion
con el grupo control

Mayor namero de 4. naeslundii y menor
adhesion de S. mutans en portadores de
manchas

Franga-Pinto y cols.'?

Mayor numero de individuos libres de caries

Datos no disponibles

Boka y cols."!

Efecto protector: datos estadisticamente
significativos

Datos no disponibles

Loureiro y cols.*

No se observan caries

Datos no disponibles

Garcia y cols.''

Menor indice CAO-D en portadores de

tinciones

Datos no disponibles

Heinrich-Weltzien y cols.®!

Efecto protector en denticion temporal

Recuento mayor de A. naeslundii y menor de

Lactobacillus spp. y de S. mutans

123

Chen y cols.

Efecto protector

Datos no disponibles

129

Shmuly y cols.

Efecto protector en denticion definitiva: datos

estadisticamente significativos

Datos no disponibles

Tabla 6a. Relacion entre caries y presencia de tinciones extrinsecas negras de origen bacteriano. Efecto protector.
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RELACION ENTRE MANCHAS

AUTORES EXTRINSECAS NEGRAS Y HALLAZGOS MICROBIOLOGICOS
PRESENCIA DE CARIES DENTAL
Bircher!"® Efecto no protector: relacion directa entre Mayor numero de
ircher

manchas y caries

P. melaninogenica

Reis y cols.*

Autores no sefialan una respuesta
concluyente: los odontdlogos deben prestar
atencion para diferenciar estas manchas con

lesiones de caries activas

En relacion con el grupo control, el nimero
de S. mutans es estadisticamente significativo

en el grupo con tinciones

Paredes y Paredes'

8

Efecto no protector: no hay asociacion clara
entre caries y manchas dentarias negras

Datos no disponibles

de Souza y cols.*

Efecto no protector: hay mayor numero de

caries en individuos portadores de manchas

Datos no disponibles

Bhat'*

Efecto no protector: datos estadisticamente

significativos

Datos no disponibles

Lopez®®

No existe un efecto protector: resultados no

significativos

Datos no disponibles

Lloret y cols.'"’

El nimero de caries es mayor, pero no es
estadisticamente significativo

Datos no disponibles

Akyiiz y cols.'?

Es menor el indice CAO-D en niflos con

pigmentaciones, pero no es significativo

Datos no disponibles

Tabla 6b. Relacion entre caries y presencia de tinciones extrinsecas negras de origen bacteriano. Efecto no protector.
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2.6.8. TRATAMIENTOS APLICADOS EN LA ACTUALIDAD

2.6.8.1. REMOCION MECANICA

La remocion de los pigmentos es posible mediante el uso de piedra pomez o un
espray de bicarbonato de sodio o pasta profilactica, consiguiendo la eliminacion
completa'®?. Sin embargo, en un periodo menor a 10 meses, el problema tiende a
reaparecer en la cavidad oral, posiblemente debido a la recolonizacion

bacteriana®.

La dificultad de remocion de estas tinciones viene determinada por la
calcificacion y adherencia que tienen al esmalte, muchas veces porque se
considera que los individuos portadores contienen mayor presencia de calcio y
fosforo en la saliva, de ahi que quizd se una la pigmentacion al contenido
inorganico de la superficie del esmalte y sean muy resistentes a su eliminacion

completa.

Con el uso de ultrasonidos y una pasta profilactica no muy abrasiva para
completar el pulido, se pueden eliminar facilmente los pigmentos’. De todas
formas, este tratamiento realizado de manera repetitiva, puede conducir a una

abrasion del esmalte.

Paredes y Paredes!'® afirman que no se puede determinar la misma pauta para
todos los pacientes, ya que la frecuencia de esta limpieza profesional va a

depender del tiempo que tarda en reaparecer la tincidon en cada individuo.

Cuando es necesario restituir la estética de los dientes (casos de lesiones de caries
cavitadas e inactivas con depoésito de pigmentos externos), el protocolo a seguir
seria: aislamiento absoluto, profilaxis con piedra pomez y pasta profilactica,
microabrasion con una mezcla de piedra pomez y acido ortofosforico al 37% en
tres ciclos de 15 segundos cada uno, con remocion entre ellos de la mixtura,

restauracion con resina fotopolimerizable, pulido y aplicacion topica de fltior!2.
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Seglin la Academia Americana de Odontologia Pediatrica, el uso de pastas de
diente abrasivas y productos de blanqueamiento, asi como la microabrasion

durante una profilaxis, podria conllevar la pérdida de la pelicula adquirida'>.

Las manchas desaparecen cuando el paciente completa la etapa de recambio

dentario, no observandose este fendomeno en la denticion definitiva®®.

2.6.8.2. REMOCION MANUAL CON CURETAS

A causa de la remocién de la capa mas superficial del esmalte cuando se persigue
la eliminacion de los pigmentos exdgenos negros con curetas de forma manual,
este procedimiento debe ser llevado a cabo con precaucion, ya que se hallan
depositos de calcio y fosforo procedentes de la estructura dental, junto con iones
metalicos si las curetas empleadas son metélicas, o bien con trazas de grafito si

estos instrumentos no contienen metal®®.

2.7. TRATAMIENTO ALTERNATIVO: TERAPIA FOTODINAMICA

2.7.1. CONCEPTOS BASICOS

2.7.1.1. ESPECTRO DE LUZ VISIBLE

La luz estd constituida por pequefias particulas que transportan energia, los
fotones, que también son ondas electromagnéticas y, por tanto, tienen longitud de
onda'**. Los seres humanos solo somos capaces de percibir un determinado rango
de fotones, cuya longitud de onda se encuentra entre 400 a 800 nanémetros, lo que
considerariamos la luz o espectro visible!*. Las ondas mas cortas establecen el
color azul o violeta (aproximadamente 380 nandmetros), las medias el color verde
y las largas, el color rojo (alrededor de 700 nandmetros). La radiacion ultravioleta
se encuentra por debajo de 400 nandémetros y la infrarroja por encima de 700

nanometros (fig. 9).
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400 nm 500 nm 600 nm 700 nm

Fig .9. Espectro de luz visible (fuente: autor).

La luz monocromatica se describe como aquella que esta formada por una sola
frecuencia, mientras que la policromatica contiene mas de una. La radiacion que
contendria todas las frecuencias del espectro visible seria la denominada luz

blanca'3*.

2.7.2. MEDICION DE ENERGIA DE LAS ONDAS ELECTROMAGNETICAS

La irradiancia se trata del valor promedio de la energia por unidad de area y de
tiempo que recibe una superficie cuando se ilumina con un haz de luz. Esta
magnitud, que se mide en laboratorio, se expresa en vatios por unidad de area
(W/m?). Aplicado al campo de la fotometria, se emplea otro término en lugar de la
irradiancia, la intensidad. La intensidad luminosa es el concepto de la
concentracion de luz en una direccion especifica, radiada por segundo. Las

unidades utilizadas para su medicion son los W/cm? 134,

2.7.3. FUNDAMENTOS TERAPIA FOTODINAMICA

La terapia fotodindmica se define como la inactivacion de las células,

microorganismos o moléculas inducido por la luz'>.

El mecanismo de la terapia fotodinamica contempla el proceso por el cual un
fotosensibilizador (sustancia fotoactivable) es captado por microorganismos vy,
después de la exposicion a la luz a una adecuada longitud de onda, queda en
estado excitado. Entonces, el fotosensibilizador transfiere energia desde la luz a la
molécula de oxigeno para generar oxigeno singlete y radicales libres que son

citotoxicos para las células.
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El agente fotosensibilizador, positivamente cargado a pH fisiolégico, como
fenotiazinas (azul de metileno), porfirinas y ftalocianinas podria provocar
directamente la fotoinactivacién de bacterias gram-positivas y gram-negativas.
Ello seria posible gracias a la disrupcion de la pared externa bacteriana, que

permitiria el paso de antibiéticos u otras moléculas hidrofobicas'.

Hay dos tipos de reacciones en la terapia fotodindmica. Posteriormente a la
exposicion a la luz, el fotosensibilizador activado (en el estado de triplete
excitado) puede seguir dos caminos: en el primero estdn implicadas reacciones de
transferencia de electrones desde el fotosensibilizador en estado triplete con la
participacion de un sustrato para producir iones radicales que reaccionarian con el
oxigeno para dar lugar a especies citotoxicas, mientras que en el segundo estaria
implicada la transferencia de energia desde el fotosensibilizador en estado triplete
al estado base del oxigeno molecular (triplete) que produciria oxigeno singlete y
que desencadenaria dafios oxidativos y efectos letales en las moléculas biologicas,
por el deterioro de las paredes y membranas celulares'*®. Este oxigeno singlete
tiene una vida muy corta en los sistemas bioldgicos (<0,4 milisegundos) y el radio
de accion también es muy delimitado (0,02 um), por ello es fundamental que esta

técnica localice directamente el fotosensibilizador'?.

La primera via, que involucra la translocacion directa del fotosensibilizador a la
membrana citoplasmatica, seria operativa para las bacterias gram-positivas y
protozoos en estado trofozoito. La segunda via, donde es necesario un aumento de
la permeabilidad de la pared externa, es obtenida por levaduras, protozoos en
estado cistico y bacterias gram-negativas. Los derivados tetracatidnicos parecen

ser los mas activos frente a las cepas de bacterias gram-negativas'®.

Dentro del tratamiento periodontal, la terapia fotodindmica es uno de los avances
mas recientemente introducidos. Las bacterias implicadas en esta patologia y que,
a su vez, estan involucradas en la aparicion de las manchas extrinsecas negras, son
P. gingivalis, P. intermedia y P. nigrescens, entre otras. Esta terapia podria, por

tanto, tener las siguientes ventajas a nivel odontoldgico:
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¢ Ausencia de efecto fototoxico para las células humanas.

e Posibles beneficios a nivel clinico, microbiologico e inmunoldgico con impacto
minimo en la microbiota.

¢ Aplicacion rapida e indolora de la luz.

e Penetracion de la luz en los tejidos y la placa y, con ello, eliminacion de las
bacterias presentes en las células epiteliales gingivales.

e Selectividad por los microorganismos patdogenos.

De esta forma, el biofilm podria permanecer siempre en un estado “joven”, ya que
solo estarian presentes colonizadores que aparecen tempranamente debido a las

sucesivas iluminaciones que evitarian la propagacion de biofilms fotosensibles!'®.

2.7.4. EFECTO FOTOTOXICO EN MICROORGANISMOS

2.7.4.1. SIN AGENTES FOTOSENSIBILIZADORES EXTERNOS

Los agentes fotosensibilizadores son sustancias que se usan en la terapia
fotodinamica. Cuando las células a las cuales va dirigido el tratamiento lo
absorben y se exponen a la luz, las sustancias se vuelven activas y destruyen a las
mismas. Estos agentes pueden ser sustancias externas al organismo humano o

internas, es decir, pueden ser componentes propios de la célula.

En experimentos realizados in vitro, la viabilidad bacteriana tras la exposicion a la
luz azul (longitud de onda, 408-750 nm) proveniente de fuentes de fotocurado,
como la lampara halégena (lampara halégena tungsteno-cuarzo), la luz de emision
de diodos (LED) y el arco de plasma resulta en una supervivencia de P. gingivalis
y F. nucleatum mucho menor, y tiene correlacion positiva con el tiempo de

exposicion.
Concretamente, la reduccion en el nimero celular de P. gingivalis después de la

exposicion a la luz LED y al arco de plasma es significativamente mayor, en el

segundo caso llegando hasta al 99,6% tras un minuto en contacto con la luz.
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En el caso de F. nucleatum, la mortalidad es mayor con la lampara de luz
halégena y la de arco de plasma cuando las células se encuentran en medio agar y
no en suspension. Se podria atribuir este resultado a la expansion y absorcion de

la luz azul en la suspension, reduciendo la profundidad de penetracion'?’.

La concentracion minima inhibitoria para el crecimiento bacteriano para las
diferentes fuentes de luz empleadas estd en el rango de 16-62 J/cm? sin
diferencias significativas entre ellas. El menor tiempo de exposicion indispensable
(10 segundos) es para la lampara de arco de plasma, a una distancia de 1 mm. Si
la distancia se aumenta de 1 a 10 mm en el medio de agar, la concentracion
precisada es mayor. Sin embargo, son imprescindibles concentraciones siete a
diez veces superiores para las bacterias gram-positivas S. mutans y Streptococcus
faecalis, 152-212 J/cm?, con un tiempo de exposicion de 90-10 segundos con la
lampara de arco de plasma. El laser de diodos cercano a los infrarrojos, en
condiciones similares de exposicion, no produce efecto alguno en la viabilidad de

las cuatro especies bacterianas!'®’.

En consonancia con este trabajo, hay una inhibiciéon significativa en el
crecimiento de P. gingivalis tras la exposicion a la lampara de luz azul
(400-410 nm), mientras que no se percibe este suceso cuando las longitudes de
onda son superiores a 500 nm. Por ello, es importante recalcar la selectividad en la
actividad bactericida con luz azul monocromadtica visible entre 400-410 nm sin
ayuda de fotosensibilizadores exogenos. Este espectro de longitud de onda, con
una densidad de 15 J/cm? de constante energia aplicada in vitro, produce mas del
75% de la inhibicion del crecimiento comparado con el grupo control sobre
distintas condiciones de irradiacion (50 mW/cm? durante 300 segundos, 200

mW/cm? durante 75 segundos o 400 mW/cm? durante 38 segundos) '°.

Bajo un influjo de energia de forma constante, cuanto mayor es el tiempo de
exposicion, es también superior el efecto inhibitorio y, al contrario, si se mantiene
el tiempo de exposicion y se aumenta el influjo de energia, la actividad bactericida

igualmente es mayor (hasta aproximadamente 90% con 100 mW/cm?).
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Es probable, en consecuencia, que esta cepa patogénica posea elevados niveles de
porfirinas que podrian actuar como agentes fotosensibilizadores internos. La
determinacion de la supervivencia bacteriana revela que la actividad bactericida

de la luz azul es causante en parte de la inhibicion del crecimiento bacteriano.

Cuando se aplica luz azul desde una lampara de luz halogena, es constatable la
mortalidad inducida en las bacterias periodontopatdégenas en estado planctédnico.
La tendencia decreciente en los recuentos de unidades formadoras de colonias esta
relacionada con el aumento en el tiempo de exposicion. Casi todas las colonias
son eliminadas con 60 segundos de exposicion (P. gingivalis 100%, F. nucleatum
99,1%), excepto A. actinomycetemcomitans, que no exhibe diferencias

significativas'3®.

La teoria que intenta analizar la razon segin la cual hay una disminucién en el
crecimiento de P. gingivalis, relaciona la mortalidad bacteriana inducida por la luz
azul LED con la supresion de la expresion de los genes asociados con la
replicacion del ADN cromosémico y la division celular a nivel transcripcional'®.
La diferencia entre ambos tipos de luz radica en la longitud de onda de ambas. En
lo que respecta a la degradacion del ARN, ésta es infima y no hay diferencias
significativas en cuanto a la luz roja y azul de LED, por lo que se hipotetiza que la
luz no es la causante de la mortalidad de P. gingivalis. Comparando la accion que
provocan la luz roja y azul de LED en la proliferacion bacteriana, la irradiacién
roja (135 J/cm?) durante 180 segundos no revela asociacion positiva equiparado

con el grupo control, efecto obtenido inversamente con la luz azul (135 J/cm?)

durante 90 segundos de irradiacion.

Se constata también la inhibicion del crecimiento bacteriano in vitro tras la
aplicacion de luz por medio de una lampara de luz de haluro metéalico con un
espectro entre 380 a 520 nm. La mortalidad de las cepas de P. intermedia ATCC
25611 y de P. nigrescens ATCC 33563 es total con 4,2 J/cm? (1 minuto de
irradiacion). La P. melaninogenica ATCC 25845 reduce su poblacion en un 70%
con 4,2 J/em? y es completamente eliminada con una exposicion de 21 J/cm?

(5 minutos de irradiacion).
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Las fracciones de poblacion superviviente de P. gingivalis ATCC 33277 después
de una exposicion de 4,2, 21 y 42 J/em?, son 77.25%, 12,55% y 1,48%,
respectivamente. Especificamente, P. melaninogenica tiene mas susceptibilidad,

seguido de P. nigrescens, P. intermedia y P. gingivalis'*.

Por lo que respecta a la cantidad de porfirinas enddégenas existentes en las
bacterias, P. intermedia produce 120, 6,5 y 5,5 veces mayor cantidad que
P. gingivalis, P. melaninogenica y P. nigrescens, respectivamente. Pese a ello,
P. intermedia y P. nigrescens necesitan solo de un minuto de irradiacion para ser
eliminadas radicalmente.La razon de ello se deberia a que P. infermedia requeriria
una menor energia luminica para este proceso que la P. nigrescens y que el
contenido de porfirinas puede ser no solo el Unico determinante de la
fotosensibilidad. El efecto fototdéxico en las bacterias periodontopatdogenas
inducido por luz visible (400-500 nm) es oxigeno dependiente, resultando en la

formacion mayormente de radicales hidroxilo (mecanismo tipo I).

Cuando no hay enzimas que puedan neutralizar las especies reactivas de oxigeno,
las bacterias son mas sensibles al oxigeno que cuando son expuestas a la luz azul.
Si P. gingivalis y F. nucleatum son expuestas a la luz azul de LED en situacion de
anaerobia se elimina el efecto fototoxico. La reduccion en la viabilidad bacteriana

es notable para P. gingivalis y F. nucleatum en aerobiosis'*'.

Si lo que se emplea es laser de argon a cultivos in vitro y sin la adicion de un
fotosensibilizador exdgeno, se observa que las bacterias pigmentadoras de negro
(P. endodontalis 35406, P. gingivalis 33277, P. intermedia 15033, P. denticola
33184, P. nigrescens 33563 y P. melaninogenica 25845) revelan el efecto
fototoxico de la luz cuando son cultivadas con hemina. Entonces la protoporfirina

celular no seria un factor crucial en la toxicidad'#%.
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La susceptibilidad del biofilm de estas bacterias pigmentadoras de negro depende

del origen de hierro inorganico y del organismo en cuestion.

Con diferentes medios de cultivo agar (con hemina o sangre de oveja), las
bacterias responden de forma distinta a la irradiacion, lo que seria atribuible al
distinto metabolismo y/o asimilacion de las porfirinas. Tras 3 dias de incubacion
en laboratorio, tiempo preciso en el cultivo celular para poder cuantificar la
protoporfirina, no se observa asociacion positiva entre la cantidad de ésta presente

en las células viejas equiparado con la sensibilidad de los biofilms més jovenes.

Otro factor que influye en la fotosensibilidad es la madurez del biofilm.
Exceptuando P. gingivalis cuando es inoculada en medio con sangre,
normalmente es menor el efecto de la irradiacion del laser en el crecimiento del
biofilm cuando éste es mas maduro'*>. La temperatura alcanzada durante la
irradiacion no es un elemento decisivo en la inhibicion del crecimiento, ya que
con energia de irradiacion de 36, 70 y 80 J cm™, ésta no alcanza valores superiores

a2°C.

Especificamente, la dosis minima de irradiacion precisa en P. gingivalis y
P. intermedia para provocar la detencion de la proliferacion es de 50/J cm™ en los
dos medios de agar. Para P. endodontalis y P. denticola, cuando son cultivados en
medio enriquecido con hemina, requieren de menor dosis (50 y 75%,

respectivamente), que cuando son inoculados en medio con hemoglobina'*?.

Los experimentos in vivo también muestran disminucion de la carga bacteriana al
aplicar las distintas fuentes de luz. Usando un dispositivo de 3 luces de emision de
diodos (LED) con un colimador 6ptico y aplicado intraoralmente en las caras
bucales de premolares y molares maxilares y mandibulares durante 4 minutos
diariamente por un total de cuatro dias (energia liberada por la luz: 8,4 J/cm?), se
perciben importantes diferencias en los niveles de bacterias pigmentadoras de

negro, especialmente P. gingivalis y P. intermedia'®.
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Considerando el efecto fototoxico global en los microorganismos de la placa
dental (muestras in vivo), las fracciones supervivientes tras someter las muestras a
la luz con intensidades de 4,2 y 21 J/cm?, son aminoradas en un 17 y 25%,
proporcionalmente. El crecimiento de las cuatro bacterias pigmentadoras de negro

se reduce de 2 a 2,8 veces'.

Ademas de estos microorganismos, hay asimismo una merma substancial en la
poblacioén bacteriana de Streptococcus intermedius, F. nucleatum ss. vincentii,
F. nucleatum ss. polymorphum, Fusobacterium periodonticum y Capnocytophaga
sputigena, aunque no significativa, en el lado expuesto. El nimero de los dos
primeros mengua en ambos lados, el tercero y el cuarto proliferan en las
superficies no expuestas y el ultimo experimenta inhibicion, pero no reduccion, en

el lado expuesto y crecimiento en el lado contrario.

Aparte de la disminucion en el recuento de bacterias gram-negativas (y aumento
de las bacterias gram-positivas si el experimento es realizado in vivo) tras la
exposicion a la luz de xendn, Sterer y Feuerstein!** afiaden que hay también una
merma en la cuantia de compuestos sulfuricos volatiles, causantes de la halitosis.
Como las bacterias gram-negativas son consideradas las responsables de la mayor
produccion de estos compuestos, con la mengua en su poblacion, del mismo modo
hay reduccion de los otros pardmetros. La bajada de pH esta correlacionada con la
exposicion a la luz, tras 30 segundos, el pH es de 6, con 60 segundos, el pH es de

5,5 y tras 120 y 240 segundos, el pH es de 5.
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2.7.4.2. CON AGENTES FOTOSENSIBILIZADORES EXTERNOS

En la terapia fotodindmica también se usan sustancias quimicas (agentes
fotosensibilizadores) externos que interactian con el microorganismo vy, al

aplicarles seguidamente la fuente de luz, provocan su muerte.

La reduccidon en las wunidades formadoras de colonias de diferentes
microorganismos tras la exposicion a distintas unidades de luz en presencia del
fotosensibilizador azul de metileno resulta en una disminucion de la viabilidad

dosis-dependiente!*+143,

La combinacion que provoca mayor mortalidad (95-99%) es la del laser de
diodos-655 a 100 mW durante 60 segundos (densidad de energia 21,2 J/cm?) con
azul de metileno. Se descarta la posibilidad que esta efectividad sea debida al
aumento de temperatura producido por el laser en el azul de metileno, puesto que
la diferencia es de solo 0,5-3,9°C en todos los grupos de laser (helio-neén, de
diodos a 665 nm y a 830 nm) con o sin este agente fotosensibilizador. Por ello, el
azul de metileno no desencadenaria la muerte celular por la conversion de la

energia del laser en calor.

Considerando el tema de la presente tesis, en un estudio reciente sobre la terapia
fotodindmica en pigmentaciones extrinsecas negras, se consigue la completa
supresion de la tincion tras el empleo de un laser de diodos
aluminio-galio-indio-fésforo a 660 nm y el uso de azul de toluidina como agente
fotosensitizador. La potencia incidente fue de 70 J/cm? y el laser se aplico en las
caras vestibulares y linguales en direccion apico-coronal durante 23 segundos, tras
lo cual las manchas negras fueron eliminadas con curetas Gracey y el agente con
pasta profilactica y taza de goma. Este protocolo se repitid 5 semanas
consecutivas (1 vez/semana) de acuerdo al area de irradiacion (1: dientes
anteriores mandibulares; 2: dientes mandibulares posteriores; 3: dientes anteriores
maxilar superior; 4: dientes posteriores maxilar superior; 5: todas las superficies
dentales). Tras 7 meses de seguimiento, se comprob6 la efectividad completa del
tratamiento. Ademads, hubo una reduccion en el indice gingival (de 46,52% a

13,58%) y una ligera mejoria en el indice de placa, aunque no significativa®’.
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A nivel del tratamiento periodontal, comparando dos grupos a los cuales se les
practica tratamiento con ultrasonido y, ademas, en uno de ellos, se afiade la terapia
fotodinamica mediante la aplicacion de un ldser de diodos en las bolsas
periodontales y cloruro de fenazationio como agente, no se hallan diferencias
significativas entre ambos en cuanto a profundidad de sondaje, nivel de insercion,
sangrado al sondaje y recuento global bacteriano entre el primer y 90 dias después
del comienzo del tratamiento. La unica bacteria que exhibe una reduccion

importante es P. gingivalis en los dos grupos'*°.

En otra investigacion, 3 a 6 meses después de un tratamiento periodontal con y sin
ayuda de la terapia fotodindmica usando cloruro de fenazationio como agente
fotosensitizador, no hay diferencias significativas en el nivel de insercion clinico y
la profundidad de sondaje. Sin embargo, si que se experimenta mejoria en los
niveles promedio de poblacién microbiana, en el indice de placa y en el indice de

sangrado global'¥’.

Tras la administracion subgingival de cloruro de toluidina y luz laser combinado
con el raspado y alisado radicular en pacientes con moderada a severa
periodontitis también se disminuye el nivel de sangrado de las bolsas
periodontales a los 3 meses del tratamiento y los niveles de

P. gingivalis'®®.

Al realizar el tratamiento periodontal en 15 pacientes a los cuales se les realiza
una terapia distinta en cada cuadrante, se demuestra que la terapia fotodinamica
como coadyuvante del raspado y alisado radicular tiene accioén antibacteriana en
las bacterias periodontopatdgenas A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis y
P. intermedia. Estos resultados, sin embargo, son todavia mejores si se le aplica
un colorante como azul de toluidina y, ain mas, se magnifican tras diversas

aplicaciones de la luz LED'?.
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También en la fase de mantenimiento periodontal, en aquellas bolsas persistentes
a las cuales se les aplica esta terapia comparando con un grupo control sin la
misma, se rechaza la hipotesis de que la terapia fotodinamica es superior al
tratamiento periodontal mecéanico, posiblemente en parte debido al dificil acceso a

estas localizaciones de las fuentes de luz para llevar a cabo este procedimiento.

El recuento en la poblacion microbiana estd reducido en torno al 30-40% en
ambos grupos inmediatamente después del tratamiento, pero se adquieren los
niveles iniciales de nuevo a los 3 meses. Tampoco el indice de placa, la
profundidad de sondaje promedio (grupo control: de 3,3 a 3,1 mm y grupo terapia
fotodinamica: 3,5 a 3,3 mm) y el sangrado al sondaje muestran diferencias
significativas a los 3 meses respecto a los valores iniciales. Se advierte, no
obstante, que las bolsas de categoria 5-5,9 mm recuperan 0,4 mm de nivel de

insercion con la terapia fotodinamica'>°.

Concretamente, el efecto letal de la utilizacion de un laser de helio/nedn junto con
el colorante azul de toluidina, demuestra que es mayor para P. gingivalis cuando
las células se encuentran en fase /ag (cuando un microorganismo recién cultivado
se adapta a las nuevas condiciones de su entorno y su metabolismo se pone en
marcha para poder crecer activamente) que cuando se hallan en fase

estacionaria'’.

La hipotesis para ello seria que, en el primer caso, la energia se emplearia sobre
todo para la division en lugar de para la produccion de proteinas y otras moléculas
que se incorporan posteriormente a la superficie celular (lo cual es méas normal
que se observe en la fase estacionaria) y, con ello, habria una mayor recepcion de
fotosensitizador. Aparte de eso, en las células que contienen mayor cantidad de
material asociado en su superficie, el azul de toluidina se observa a una mayor
distancia de la membrana citoplasmatica y no puede, por tanto, alcanzar el lugar

de accion donde es mas efectivo.
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En otro estudio realizado en ratas, sin embargo, se indica que, cuando el agente
fotosensibilizador azul de toluidina es empleado junto con luz roja de un laser de
diodos en lugar de luz azul (diferente longitud de onda), es mayor la mortalidad
de P. gingivalis. El uso de 1 mg de azul de toluidina por mililitro en combinacion
con distintas intensidades de luz, resulta en un recuento bacteriano menor a 10
unidades formadoras de colonia, siendo mayor este efecto en palatino que en
vestibular, probablemente a causa de la mayor dosis de energia recibida en la
region palatina por la cercania a la fuente de luz. La difusion de la luz roja
decrece logaritmicamente cada 3 mm en intensidad, asi que las regiones

vestibulares recibirian menor dosis luminica'2.

Si se tiene en cuenta el mismo colorante aplicado en 5 adolescentes entre 14 a 16
afios en el tercio medio y los dos tercios posteriores de la lengua para el
tratamiento de la halitosis, una hora después del uso de la terapia fotodindmica, se
comprueba la eficacia de la misma. Estos autores observan que la concentracion

de compuestos sulfuricos volatiles se reduce'>.

Respecto al efecto de la terapia fotodindmica en otros microorganismos no
periodontopatdogenos, se observa que provoca severos dafios celulares, incluso
lisis celular, sobre E. faecalis, cuando se combina el uso de una lampara LED y
los colorantes azul de metileno y azul de toluidina'®*. Tras la aplicacién de una
lampara de haluro metdlico junto con los agentes fotosensitizadores azul de
metileno, rosa de Bengala y curcumina, se consigue la mortalidad en laboratorio
de las bacterias S. sanguis, S. mutans y el hongo C. albicans, aunque en este
Glltimo caso, la curcumina no es efectiva!>. Con otros compuestos porfirinicos
como agentes fotosensitizadores, se causa la muerte celular de S. aureus y
E. coli"™®. En la tabla 7 se muestra un resumen de los principales articulos
relacionados con la terapia fotodindmica en odontologia, con y sin el uso de

agentes fotosensitizadores.
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Tipo

- Tipo de d Agente Longitud | Potencia | Tiempo de | Bacterias afectadas
utores e
lampara . fotosensitizador de onda media aplicacién por la terapia
estudio
P. endodontalis
P. denticola
Henry i , . 488-514 Datos no P. gingivalis
Laser de argon In vitro No usan 0,58 W i X - .
y cols.'? nm disponibles | P. melaninogenica
P. intermedia
P. nigrescens
Bhatti Laser ) Azul de o
i ) In vitro . 632,8 nm 7,3 mW 60 seg P. gingivalis
y cols.'! helio/nedn toluidina O
Yilmaz . R . .
16,157 LED In vivo Azul de metileno 685 nm 30 mW 71 seg Datos no disponibles
y cols.
Komerik LED . - . L
- . ® In vivo Azul de toluidina 630 nm 0,1 W 8 min P. gingivalis
y cols. (Diamed®)
632,8 A a.
Laser nm, 30 mW® £ nqclegtum
30segVy P. gingivalis
Chan y Lai'¥ helio/neén V), Invitro | Azul de metileno 665y y 100 P. intermedia
60 seg?® ;
LED® 830 nm mw® S. sanguis
2
260-
Halogena®, 4160 P. gingivalis
Feuerstein LED® (Mini ) 400-500 ’ . F. nucleatum
1 . In vitro No usan 5200y 1-3 min
y cols. Led®) y arco de nm 1144 ® S. mutans
plasma® W/em? S. faecalis
P. nigrescens
Soukos Lampara de . 380-520 70 Datos no P. melaninogenica
0 L. In vitro No usan 2 . . L
y cols. haluro metélico nm mW/cm disponibles P. gingivalis
P. intermedia
Sterer y i X 400-500 1,14 Bacterias
Luz xen6n In vitro No usan 30-240 seg .
Feuerstein'* nm W/em? gram-negativas
Lampara
halégena
Feuerstein (Elipar®), de . 400-500 520 . P. gingivalis
In vitro No usan ) 1-3 min
y cols.*! arco de plasma nm mW/em F. nucleatum
y LED (Mini
LED®)
Ramos LED (Helbo® ) Cloruro de 60 1 min por i .
158 In vivo L 660 nm ) . Datos no disponibles
y cols. Blue) fenazationio mW/cm diente
Andersen LED . R . .
159 . ® In vivo Azul de metileno 670 nm 150 mW 60 seg Datos no disponibles
y cols. (Periowave®™)
Fimple . . . . . .
16,160 Luz roja LED Invitro | Azul de metileno 665 nm 1w 5 min Datos no disponibles
y cols.
Braun LED (Helbo® . Cloruro de 1 min por . .
161 In vivo L 660 nm 100 mW . Datos no disponibles
y cols. Blue) fenazationio diente
Christodoulides LED (Helbo® . Cloruro de 1 min por . .
. In vivo L 670 nm 75 mW . Datos no disponibles
y cols. Blue) fenazationio diente
Luz
. . 50-400 o
Fukui y cols.' monocromatica | In vitro No usan 405 nm 38-300 seg P. gingivalis
mW/cm?
azul
. . . 10-40 . . .
Xu y cols.'s Luz roja Invitro | Azul de metileno 665 nm 5 5 min Datos no disponibles
mW/cm
Fontana LED . X 100 . . .
o Invitro | Azul de metileno 665 nm 5 S min Datos no disponibles
y cols. ' (BWTEK™) mW/cm

Tabla 7. Terapia fotodinamica en odontologia.
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Tipo

- Tipo de d Agente Longitud Potencia Tiempo de Bacterias afectadas por
utores e
lampara . fotosensitizador de onda media aplicacién la terapia
estudio
Al-Zahrani y LED . . Datos no . .
. o In vivo Azul de metileno 670 nm . . 60 seg Datos no disponibles
Austah'® (Periowave®™) disponibles
Polansky y LED (Helbo® . Cloruro de ) 1 min por L
Invivo Lo 680 nm 75 mW/cm . P. gingivalis
cols.'* Blue) fenazationio diente
Chondros y LED (Helbo® . Cloruro de ) 1 min por . .
Invivo Lo 670 nm 75 mW/cm . Datos no disponibles
cols.'* Blue) fenazationio diente
X LED (Helbo® ) Cloruro de ) 1 min por . .
Lulic y cols.'® In vivo oo 670 nm 75 mW/cm . Datos no disponibles
Blue) fenazationio diente
Riihling LED (Save . . 1 min por . .
N In vivo Cloruro de tolonio 635 nm 100 mW . Datos no disponibles
y cols.'s Dent®) diente
425-500 4 W/em?
LED azul y 90 seg
Chui  cos. : A nm (azul)y | (azul)y N
ui y cols. LED roja In vitro No usan ) (azul) y 180 P. gingivalis
o 625-635 2 W/em .
(Fotosan®) . . seg (roja)
nm (roja) (roja)
P. gingivalis
Soukos y . 415-495 ) . P. intermedia
LED In vivo No usan 70 mW/cm 16 min . .
cols.'® nm P. melaninogenica
P. nigrescens
Lampara
i 15, 30, 60, A. a.
halégena . 400-520 500 L
Song y cols.'*® o In vitro No usan 5 90y 120 P. gingivalis
(Curing Light nm mW/cm
seg F. nucleatum
XL 3000®)
Lépez- LED Azul de toluidina 620-640 1000 mW®
Jiménez (FotoSan®*Vy | In vitro 0Wy azul de nm® y y 280 30 seg™? E. faecalis
y cols.'s* Periowave®?) metileno® 670 nm® mw®
X Laser
Garcia . . .
16,153 (Theraoy XT- | Invivo Azul de metileno 660 nm 100 mW 90 seg Datos no disponibles
cols. :
J ECY)
Luz laser
Chisatzi - Datos no
(Handy Laser | Invivo | Cloruro de toluidina 638 nm . . 120 seg P. gingivalis
y cols.'#8 e disponibles
Sprint®)
Lampara de Azul de metileno, . S. sanguis
Soria-Lozano . 420-700 , | 6miny5l
155 haluro In vitro rosa de Bengala y 90 mW/cm S. mutans
y cols. . . nm seg .
metélico curcumina C. albicans (hongo)
N-metil-3-piridil,
i N-metil-4-piridil y
Fayyazy Lampara de . Datos no . S. aureus
In vitro sus compuestos de . X 100 W 30 min X
cols.'s¢ tungsteno ) disponibles E.coli
zinc (compuestos
tetracationicos)
Laser de
diodos 23 seg A.actinomycetemcomitans
aluminio- (1 vez/7 P. gingivalis
Pessoa y cols.® | galio-indio- | Invivo Azul de toluidina 660 nm 100 mW dias P. melaninogenica
fosforo durante 5 P. intermedia
(Flashlase semanas) P. nigrescens
111")
. P. gingivalis
Annajiy LED (AMD ) L : )
. o Invivo | Azul de toluidina O 1 1w 30 seg P. intermedia
cols.'¥ Picasso®)

A.actinomycetemcomitans

Tabla 7 (continuacion). Terapia fotodinamica en odontologia.
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2.7.5. EFECTOS SECUNDARIOS DE LA TERAPIA FOTODINAMICA

Como todo tratamiento, la terapia fotodindmica puede presentar efectos
secundarios, aunque en el campo de la odontologia no son especialmente

relevantes.

Algunos autores aseguran que no hay dolor, malestar o irritacion intraoral
asociados al empleo de esta terapia. El sangrado con el sondaje disminuye por
igual en las superficies irradiadas o no, mientras que el indice de placa es
ligeramente menor en el lado objeto de estudio. La mayor diferencia se observa en
el eritema gingival, que mengua con la aplicacion de la luz, pudiendo tener por
tanto ¢ésta actividad antiinflamatoria y antibacteriana simultaneamente.
Globalmente, no se observan efectos secundarios tras las ocho exposiciones a la
luz azul a 455 nm con una energia de 67,2 J/cm?. El motivo de ello puede ser que
la energia de la misma disminuye al atravesar los tejidos y, por ello, las células
que se encuentran dentro de ellos absorben mucha menor energia que las que

estan en superficie!!%.

In vivo, se observa histologicamente, alin con la maxima concentracion de azul de
toluidina y de luz (1 mg de azul de toluidina por mililitro mas 48 J de luz), que no
se forma ninguna ulcera en el epitelio o inflamacion del tejido conectivo,
habiendo solamente correlacion positiva de importancia respecto al nivel de

pérdida dsea con estas proporciones'>?.

Otros efectos descritos son hipersensibilidad y desmineralizacion del esmalte,
para lo cual aplican una solucion neutra de flaor, remitiendo por completo los
sintomas y signos en ambos casos. En este estudio fue empleado un laser de
diodos aluminio-galio-indio-fosforo (70 J/cm?), probablemente causante de estos

problemas, y azul de toluidina®.

Sin embargo, se debe ajustar el tiempo de irradiacion porque causa malestar y

respuestas evasivas por parte del paciente!>3.
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3. JUSTIFICACION

La mayoria de los biofilms estan constituidos probablemente por agrupaciones de
especies que interactiian entre ellas de un modo antagonista o con efecto sinérgico. Sin
embargo, existe poco conocimiento de la estructura, caracteristicas (incluyendo la

dinamica de la comunidad) o la respuesta a los agentes microbianos'®.

Respecto a la flora microbiana, la cavidad oral representa uno de los lugares mas
densamente poblados del cuerpo humano. La diversidad de ambientes de la misma
provoca el establecimiento de distintas comunidades microbianas, como la placa supra y
subgingival y el dorso de la lengua. Las caracteristicas del entorno determinan qué
microorganismos pueden ocupar un lugar, mientras que las actividades metabdlicas de
estas comunidades microbianas modifican en consecuencia las propiedades del entorno.
Los microorganismos sacaroliticos en la zona supragingival realizan la fermentacion de
los carbohidratos en, principalmente, acido lactico, y crean un ambiente acido que
permanece temporalmente. Al contrario, en la zona subgingival, los microorganismos
asacaroliticos metabolizan los compuestos nitrogenados derivados del fluido gingival
crevicular y originan un pH neutral y un entorno anaerobico en el que abundan los
acidos grasos de cadena corta y amoniaco. En el dorso de la lengua, la actividad
asacarolitica sobre la cisteina y la metionina da lugar a compuestos sulfurosos, los

principales responsables del mal olor.

Ademas, los cambios en los factores ambientales pueden estimular el desarrollo de
respuestas adaptativas en los microorganismos de manera individual que causarian un
cambio en las condiciones ambientales e introducirian mayor namero de

microorganismos patdgenos en la comunidad microbiana'®’.

La formacion de la placa dental empieza con los colonizadores primarios,
predominantemente estreptococos y actinomices, entre otros. La saliva es la mayor
fuente de nutrientes para las bacterias en los biofilms orales. Se trata de una mezcla de
proteinas complejas y glicoproteinas que no pueden ser digeridas facilmente. Para su

completa degradacion, se requiere de la actividad conjunta de distintas enzimas.
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Ademas, esta funcion se lleva a cabo de forma mas eficaz cuando participan a la vez

agrupaciones de diferentes bacterias que si lo realizasen las mismas de forma aislada®’.

Aggregatibacter actinomycetemcomitans, colonizador primario, es capaz de interactuar
con la pelicula de proteinas de la saliva, al igual que los estreptococos. Las superficies
lisas estdn mas expuestas al medio ambiente y pueden ser solo colonizadas por un

numero limitado de especies adaptadas a esas condiciones aerobias.

Las areas interproximales y el surco gingival son zonas que no estan tan expuestas a la
accion del cepillado ni a la autoclisis por parte de la saliva y, por ello, ofrecen mayor
proteccion a los microorganismos. Ademas, el fluido crevicular gingival, que se ve
aumentado durante la inflamacion gingival y la enfermedad periodontal, es rico en
nutrientes. Factores esenciales como la hemina para las bacterias pigmentadoras de
negro pueden ser obtenidas de la degradacion de hemopexina, hemoglobina y

haptoglobina®.

P. gingivalis tiene una capacidad remarcable para interactuar con una gran variedad de
colonizadores iniciales, medianos y tardios de la placa dental. Esta bacteria no puede
crecer in vitro como una especie Unica, necesita de la asociacion con Veillonella spp.,
Streptococcus gordonii, Actinomyces oris, A. actinomycetemcomitans y Fusobacterium
nucleatum. El resultado de esta investigacion demostraria la presencia, de este modo, de

P. gingivalis en todas las fases del desarrollo de la placa dental'6?

Segutn la placa dental va creciendo en complejidad, se forman distintos microambientes
en el biofilm que dan lugar a nuevos nichos para los colonizadores tardios, como
P. gingivalis, T. forsythia y T. denticola®. A nivel subgingival, cuando hay inflamacion
y sangrado, hay mayor produccion de hemina y P. gingivalis aprovecha para nutrirse
descomponiendo esta molécula. Al mismo tiempo, se ocasiona un aumento en los
niveles de este microorganismo gracias a la ayuda de F. nucleatum que actuaria como

“basurero” del oxigeno y mantendria el ambiente anaerobio'®’.
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Paralelamente, las vesiculas de P. gingivalis participan de forma importante en la
agregacion de T. forsythia, reforzando las interacciones fisicas entre bacterias'’®. A la
inversa, la capa en forma de S de 7. forsythia (fig. 10) es uno de los “obstaculos” frente
a los factores immunes y tiene facultad de unirse a Streptococcus Sanguinis,
S. salivarius, P. gingivalis y F. nucleatum'®'. En concreto, mediante espectrofotometria
de masas, se observa el vinculo entre 7. forsythia y P. gingivalis gracias a una proteina

de la membrana externa de la primera'”".

De este modo, 7. forsythia mediaria en la colonizacién a través de la coagregacion
bacteriana, proceso esencial para la adhesion entre unas bacterias y otras, promoviendo
asi la formaciéon de biopeliculas mixtas y regulando la expresion de moléculas
bacterianas que desencadenarian la liberacion de citoquinas, las cuales inducen la
inflamacion'’2. Tras la inflamacion y sangrado gingival, se liberarian moléculas como la

hemoglobina, indispensable para el crecimiento de P. gingivalis.

| Membrana externa

»
.
.
*
.
.
.
E

| Membrana interna

| _— Capa externa en forma de S

Fig. 10. Corte transversal de Tannerella forsythia'7>.
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En resumen, la potencial capacidad de los microorganismos de establecer unas
interacciones tan complejas intensifica la posibilidad de la instauracion de un
ecosistema microbiano patogeno que favorece la aparicion de enfermedades dentales,
como la periodontitis o la caries. La prevalencia de estas enfermedades es,
lamentablemente, muy alta en las sociedades industrializadas, sin contar con los costes
asumidos por los gobiernos y/o los individuos afectados por ellas y podrian, en un

futuro, ser prevenibles.

Basandose en estas observaciones, en la presente tesis doctoral se propuso investigar la
posible relacion de las bacterias P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans y T. forsythia
con las tinciones extrinsecas negras (antes y después de la terapia fotodindmica), ya que

no se ha realizado hasta el momento ningun estudio en profundidad sobre el tema.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO PRINCIPAL

Observar el efecto de la aplicacion de una fuente de luz de diodos con una longitud de
onda de aproximadamente 475 nm en la superficie bucal de los dientes con

pigmentacion extrinseca negra de origen bacteriano.

4.1.1. HIPOTESIS NULA

No se observaran cambios en la reaparicion de las pigmentaciones tras la aplicacion
de una fuente de luz de diodos con una longitud de onda de aproximadamente 475

nm en la superficie bucal de los dientes con pigmentacion extrinseca negra.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Observar los cambios en el tiempo de restauracion de las pigmentaciones
después de la aplicacion de una fuente de luz de diodos con una longitud de
onda de aproximadamente 475 nm en la superficie bucal de los dientes con

pigmentacion extrinseca negra.

e Observar los cambios producidos en la cantidad de pigmentacion extrinseca
negra tras la aplicacion de una fuente de luz de diodos con una longitud de

onda de aproximadamente 475 nm en la superficie bucal de los dientes.

e Observar los cambios producidos en el color de la pigmentacion tras la
aplicacion de una fuente de luz de diodos con una longitud de onda de
aproximadamente 475 nm en la superficie bucal de los dientes con

pigmentacion extrinseca negra.
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e Observar los cambios producidos en la microflora de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Tannerella forsythia y Porphyromonas gingivalis tras
la aplicacion de una fuente de luz de diodos con una longitud de onda de
aproximadamente 475 nm en la superficie bucal de los dientes con

pigmentacion extrinseca negra.
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5. MUESTRA Y MATERIAL

5.1. MUESTRA

Para este estudio se analizo la placa dental de pacientes adultos con manchas dentarias
extrinsecas negras de origen bacteriano, antes y después de aplicar una fuente de luz
azul LED, y se valoraron los cambios ocurridos en las pigmentaciones en el tiempo, el

color y la cantidad de pigmento después de aplicar la luz.

El protocolo para la investigacion en humanos fue aprobado por el Comité de Etica de

la Universidad CEU-Cardenal Herrera.

5.1.1. CRITERIOS DE INCLUSION

Se incluyeron solo aquellos pacientes que presentaron manchas dentarias extrinsecas

negras de origen bacteriano.

5.1.2. CRITERIOS DE EXCLUSION

Se excluyeron del estudio:

e Pacientes menores de 18 aios.

e Embarazadas.

e Pacientes que hubiesen tomado antibidtico hasta 15 dias antes de la recogida de la
muestra.

ePacientes a los que, después de realizarse la primera limpieza dental, no les

volvieron a aparecer las manchas.
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5.2. MATERIAL

5.2.1. MATERIAL PARA LA TOMA DE FOTOGRAFIAS

e Camara fotografica Canon® eos 500d con flash anular Ringlite MR-14 EX
(Canon Espafia, Madrid, Espaia).

o2 retractores de mejillas de plastico esterilizables (Henry Schein® Dental
Deutschland GmbH, Weinheim, Germany).

e 1 espejo oclusal adulto (Henry Schein® Dental Deutschland GmbH, Weinheim,

Germany).

5.2.2. MATERIAL PARA LA TOMA DE MUESTRAS

eCuretas de plastico esterilizables (Miraclean-Implant Black ntm.3)
(Hager & Werken® GmbH & Co. KG, Duisburg, Germany) (fig. 11).

e Rollos de algodon salivar Monoart® niim. 2 (Euronda®, Vicenza, Italy).

e Puntas de papel estériles ISO 50 (Dentsply Maillefer®, Ballaigues, Switzerland).

e Tubos Eppendorf estériles 0,5 ml (Eppendorf Ibérica®, S.L., Madrid, Espafia).

e Pinzas Pulgar (Henry Schein® Dental Deutschland GmbH, Weinheim, Germany).

e Espejo dental tamafio 3 (20 mm) (Henry Dental® Deutschland GmbH, Weinheim,
Germany).

e Sondas dentales # 6 Cybertech® (DHB-Oral Healthcare, Surrey, United Kingdom).

Fig. 11. Cureta Miraclear-Implant Black num. 3 (fuente: autor).
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5.2.3. MATERIAL PARA LA PROFILAXIS DENTAL

e Punta de ultrasonidos nim. 1L (Sirona Dental®, Salzburgo, Austria).

eTazas de goma dura Palanca CA (Henry Schein® Dental Deutschland GmbH,
Weinheim, Germany).

e Pasta abrasiva para profilaxis de grano fino Hawe Cleanic® (Kerr Dental, Bioggio,

Switzerland).

5.2.4. MATERIAL PARA EL TRANSPORTE Y CONSERVACION DE LAS
MUESTRAS

e Acumuladores rigidos negativos -21°C (Best Distribution Practices®, S.L.,
Barcelona, Espaia).

e Nevera portatil de corcho.

e Termometro digital con pantalla LCD.

e Gradillas microtubos Eppendorf.

e Frigorifico Fagor FFK462X® de frio ciclico con regulacion electronica de la

temperatura (Fagor Electrodomésticos, S. Coop., Guipuzcoa, Espaia).

5.2.5. MATERIAL PARA LA TERAPIA FOTODINAMICA

e Dispositivo de blanqueamiento de uso domiciliario GLO Brilliant (GLO ™ Science

LLC, New York, America) (fig. 12).

Fig. 12. Dispositivo de blanqueamiento de uso domiciliario GLO Brilliant (fuente: autor).
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6. PROCEDIMIENTO

6.1. OBSERVACION, RECOGIDA DE MUESTRAS Y PROFILAXIS DENTAL

6.1.1. PRIMERA CITA (Tiempo 0)

e Antes de la visita: se anot6 la fecha de la ultima profilaxis dental recibida por el

paciente.

e Diagnostico clinico de la pigmentacion extrinseca negra: se sigui6 la clasificacion
elaborada por Gasparetto, que engloba también los criterios de Shourie y Koch’.
Las puntuaciones se anotaron en un diagrama (anexo A) para los siguientes

controles:

- Puntuacion 1: puntos pigmentados o lineas incompletas paralelas al margen
gingival.

- Puntuacion 2: lineas continuas pigmentadas, facilmente observables y
limitadas a la mitad del tercio cervical de la superficie dental.

- Puntuacion 3: pigmentacion que se extiende mas alla del tercio cervical.

e Realizacion de fotografias: se tomaron fotografias por sextantes de la cavidad oral
con una camara fotografica Canon® eos 500d con flash anular Ringlite MR-14 EX
(Canon Espafia, Madrid, Espafia) y retractores de mejillas de plastico (Henry
Schein® Dental Deutschland GmbH, Weinheim, Germany), ademas de una
fotografia completa de toda la arcada inferior por lingual y de la arcada superior por
palatino con espejo oclusal (Henry Schein® Dental Deutschland GmbH, Weinheim,
Germany). Estas sirvieron para el control posterior del crecimiento de la

pigmentacion.
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eRecogida de muestras de placa bacteriana con tincion negra (fig. 13):
aproximadamente fue recogido 1 mg de placa bacteriana de las superficies bucal
y/o lingual, raspando las superficies dentales con una cureta de pléstico
Miraclean-Implant Black nim. 3 (Hager & Werken® GmbH & Co. KG, Duisburg,
Germany) para evitar la remocidon innecesaria de hidroxiapatita del esmalte. Se
aislé previamente la zona con rollos de algodén para que no hubiese invasion de
microorganismos procedentes de la saliva’’. Después, las muestras fueron
transferidas a puntas de papel de endodoncia ISO 50 estériles (Dentsply
Maillefer®, Ballaigues, Switzerland) y almacenadas en tubos Eppendorf de 0,5 ml
(Eppendorf Ibérica®, S.L., Madrid, Espafia) libres de DNA y RNA20 3!, para
observar la presencia de las bacterias Aggregatibacter actinomycetemcomitans,

Tannerella forsythia y Porphyromonas gingivalis.

Fig. 13. Toma de muestras de placa bacteriana negra (fuente: autor).

¢ Profilaxis dental: Se procedié a la limpieza dental profesional para eliminar las
pigmentaciones con una punta de ultrasonidos niim. 1L (Sirona Dental®, Salzburgo,
Austria), copa de goma dura Palanca CA (Henry Schein® Dental Deutschland
GmbH, Weinheim, Germany) y pasta abrasiva para profilaxis de grano fino Hawe

Cleanic® (Kerr Dental, Bioggio, Switzerland).
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6.1.2. REVISIONES (al mes del Tiempo 0 v consecutivamente cada mes)

Se llevaron a cabo revisiones mensualmente hasta alcanzar el Tiempo de

Reaparicion. En estas citas de revision se efectuaron:

¢ Fotografias.

e Diagnostico clinico de la pigmentacion.

6.1.3. TIEMPO DE REAPARICION respecto al Tiempo 0

El Tiempo de Reaparicion se definié como el espacio de tiempo comprendido entre
la primera visita y la aplicacion de la luz. Este tiempo se utilizé posteriormente para
comparar los cambios producidos después de aplicar la luz en el tiempo, color y

cantidad del pigmento.

En esta visita se procedio al:

e Diagnostico clinico de la pigmentacion extrinseca negra: debia coincidir con el

valor obtenido en la primera cita.

e Realizacion de fotografias.

e Profilaxis dental.

e Aplicacion de la luz: Se empled un dispositivo de blanqueamiento de uso
domiciliario GLO Brilliant (GLO ™ Science LLC, New York, America) con luz de
diodos azul y con una longitud de onda de aproximadamente 475 nm, con el
objetivo de inactivar las bacterias y detener su crecimiento'®!%. La luz se aplicé en
la superficie bucal de los dientes durante 8 minutos, seguido de una pausa y una

segunda aplicacion de 8 minutos mas con otra lampara idéntica (figs. 14 y 15).
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Fig. 14. Aplicacion de la terapia fotodinamica (foto: autor).

Fig. 15. Aplicacion de la terapia fotodinamica (foto: autor).
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Este protocolo!® se basa en el empleado con un dispositivo fabricado por los mismos

autores que constaba de tres luces LED de color azul.

6.1.4. REVISIONES (al mes del Tiempo de Reaparicién y consecutivamente cada

mes)

Se realizaron revisiones mensualmente hasta alcanzar el Tiempo de Restauracion. En

estas citas de revision se procedio al:

¢ Diagnostico clinico de la pigmentacion extrinseca negra.

e Realizacion de fotografias.

6.1.5. TIEMPO DE RESTAURACION

El tiempo de Restauracion se definid como el espacio de tiempo comprendido entre
la aplicacion de la luz y el momento en el que el valor de la pigmentacion extrinseca
negra coincidid con el anotado para el Tiempo 0. Este tiempo se utilizd
posteriormente para comparar los cambios producidos después de aplicar la luz en el
tiempo, color y cantidad del pigmento. Un esquema (fig. 16) a modo de resumen para

facilitar la comprension de la metodologia es el que se muestra a continuacion:

1? visita (Tiempo 0) Aplicacién de la luz Ultima visita
Limpieza (cantidad pigmento (cantidad pigmento
coincide con Tiempo 0) coincide con Tiempo 0)
Tiempo de Reaparicion Tiempo de Restauracion

Fig. 16. Metodologia empleada en la presente tesis doctoral.
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En esta visita se llevo a cabo:

¢ Diagnostico clinico de la pigmentacion extrinseca negra: habia de coincidir con el
valor obtenido antes de la aplicacion de la luz. En el caso de que la pigmentacion
no llegase a alcanzar la misma apariencia que antes de la aplicacion de la luz, y el
pigmento mantuviese las mismas caracteristicas durante dos meses seguidos, se

consider6 alcanzado el Tiempo de Restauracion.

¢ Realizacion de fotografias.

e Recogida de muestras de placa bacteriana en el momento se alcanzase el Tiempo de

Restauracion propio de cada paciente.

6.2. TRANSPORTE Y CONSERVACION DE LAS MUESTRAS

Una vez las muestras se recogieron en los tubos Eppendorf, éstos fueron almacenados y
debidamente etiquetados en gradillas adecuadas para los mismos dentro de una nevera
de corcho apta para el transporte con acumuladores rigidos negativos de -21°C (Best
Distribution Practices®, S.L., Barcelona, Espafia), siendo la temperatura del interior

controlada en todo momento por un termdémetro digital con pantalla LCD.
A continuacién, las muestras de placa se conservaron en un frigorifico Fagor

FFK462X® (Fagor Electrodomésticos, S. Coop., Guiptizcoa, Espafia) congeladas a

-20°C hasta que fueron retiradas por el laboratorio para su analisis.
6.3. RECOPILACION DE DATOS CLINICOS
Una vez recopiladas las fotografias intraorales y los datos del diagnéstico clinico de la

pigmentaciéon en un odontograma (anexo A) para cada paciente, se procedid a su

analisis del modo siguiente:
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e Para los cambios en el Tiempo de Reaparicion y de Restauracion de la pigmentacion,
se tuvo en cuenta el intervalo de tiempo comprendido desde el TO al Tiempo de
Reaparicion (antes de aplicar la luz) y el intervalo de tiempo comprendido desde el

Tiempo de Reaparicion al Tiempo de Restauracion (después de aplicar la luz).

e Para los cambios en la cantidad de la pigmentacion, se anotaron mensualmente los
mismos después de la aplicacion de la luz hasta alcanzar el Tiempo de Restauracion,

otorgando la siguiente puntuacion:

- Puntuacion 0: no hay mancha extrinseca negra.

- Puntuacién 1: hay menor cantidad de mancha extrinseca negra comparado
con la correspondiente revision mensual efectuada antes de la aplicacion
de la luz (en el Tiempo de Reaparicion).

- Puntuacion 2: la cantidad de mancha extrinseca negra es la misma
comparado con la correspondiente revision mensual efectuada antes de la
aplicacion de la luz (en el Tiempo de Reaparicion).

- Puntuacion 3: hay mayor cantidad de mancha extrinseca negra comparado
con la correspondiente revision mensual efectuada antes de la aplicacion

de la luz (en el Tiempo de Reaparicion).

ePara los cambios en el color de la pigmentacion, se anotaron mensualmente los
mismos, tanto antes como después de aplicar la luz, otorgando las siguientes

puntuaciones:

- Puntuacion 0: no hay mancha extrinseca negra.

- Puntuacion 1: las manchas extrinsecas negras de origen bacteriano son de
una tonalidad mas clara que el negro respecto al color de las manchas
observado en el mes correspondiente del Tiempo de Reaparicion.

- Puntuacion 2: las manchas extrinsecas de origen bacteriano tienen una

tonalidad negra.
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Ademas de lo anteriormente expuesto, se compard de igual modo la placa bacteriana de
las pigmentaciones extrinsecas negras tomada al principio del estudio con la obtenida
tras la aplicacion de la luz con el fin de observar si hubo cambios en la presencia de
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Tannerella forsythia y Porphyromonas

gingivalis.

A tal fin, se utilizaron los datos analizados por el laboratorio genético para cada

paciente mediante el andlisis bacteriologico segun la técnica de la PCR cuantitativa.

6.4. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis estadistico de los datos resultantes de la investigacion se llevo a cabo
mediante el Andlisis Bivariante, que engloba todos los contrastes estadisticos siguientes,

necesarios para demostrar las correlaciones entre pardmetros.

Para comprobar la reproducibilidad del método de medicion, se realizd un estudio de
test-retest y asi evaluar la precision del observador (error intra-observador). Después,
con el fin de medir la concordancia entre los resultados, se us6 el indice Kappa,
considerando el valor de 0 como concordancia nula y el valor de 1 como concordancia

maxima.

Para determinar si los tiempos de Reapariciéon y Restauracion (antes y después de
aplicar la luz) son iguales, se emple6 la prueba de Wilcoxon para muestras relacionadas.
Con el objetivo de detectar cambios en el color, cantidad y en la presencia/ausencia de
las bacterias estudiadas tras la intervencion con luz, se utilizo el test de McNemar para
muestras relacionadas. Ademads, también se usaron dos extensiones a la prueba de
McNemar, el Contraste de Simetria en tablas jxj y el test chi-cuadrado de homogeneidad

marginal.

El nivel de significatividad empleado en los andlisis bivariantes ha sido del 5% (a=0).
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7. RESULTADOS







7.RESULTADOS

7.1. MUESTRA SELECCIONADA PARA LA INVESTIGACION

Se dispuso de una muestra inicial de 38 pacientes adultos con pigmentaciones
extrinsecas negras de origen bacteriano. De estos 38 pacientes, solo 31 terminaron el
tratamiento propuesto segun el protocolo establecido hasta el final de la investigacion.
Los restantes pacientes, en concreto siete, fueron excluidos de la investigaciéon o

abandonaron el tratamiento por diferentes motivos, entre los cuales figuran:

e No presentarse a las citas de revision (cinco pacientes), imposibilitando asi el control

y/o seguimiento de la pigmentacion.

e No cumplir con el protocolo establecido por la investigacion (un paciente), alterando

por tanto los resultados de la misma.

eNo mostrar pigmentaciones extrinsecas negras en las superficies dentales tras la
profilaxis dental habitual sin llegar a practicarsele la terapia fotodinamica (un
paciente), es decir, por otras causas ajenas al estudio las manchas desaparecieron por

completo de forma gradual.

A los 31 pacientes pertenecientes a la muestra final se les analizaron los cambios
producidos en las pigmentaciones extrinsecas negras con respecto al tiempo, la cantidad
y el color de las mismas tras la aplicacion de la luz. Asimismo, se evalud la
presencia/ausencia de las bacterias 4. actinomycetemcomitans, P. gingivalis y

T. forsythia, antes y después del empleo de la terapia fotodindmica.
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7.2. REPRODUCIBILIDAD DEL METODO DE MEDICION DE LAS
PIGMENTACIONES EXTRINSECAS NEGRAS

Para comprobar que el método de medicion empleado para clasificar el grado de
pigmentacion extrinseca negra presente en cada diente era reproducible y, por tanto,
fiable como herramienta util y objetiva, analizamos el grado de precision del

observador. Es decir, realizamos una validacion interna de nuestro protocolo.

La precision de un procedimiento analitico expresa el nivel de concordancia (grado de
dispersion) de una serie de medidas multiples obtenidas de una muestra homogénea
bajo unas determinadas condiciones descritas. La precision se debe considerar en tres
niveles: repetibilidad, precision intermedia y reproducibilidad. Estos términos se

describen a continuacion:

e Repetibilidad: expresa, en las mismas condiciones de medicion, la concordancia entre

los resultados de mediciones sucesivas de la misma magnitud comprobada.

e Precision intermedia: expresa las variaciones obtenidas en un mismo laboratorio o

lugar durante un tiempo prolongado (distintos dias, andlisis, equipamiento...).

e Reproducibilidad: es la precision de concordancia entre los resultados de
observaciones del mismo observador realizados bajo condiciones variables de

medicidn.

Dicho esto, se llevd a cabo un estudio de test-retest para evaluar la precision del
observador. Para ello, fueron seleccionadas al azar por una persona totalmente ajena al
estudio diez fotografias de pacientes con pigmentaciones extrinsecas negras. Después,
se procedi6 a la determinacion de la pigmentacion segiin los criterios de Gasparetto’?,
realizando dos mediciones mas sobre las mismas imagenes con un intervalo de diez dias
entre la primera y la segunda medicion y de 15 dias entre la segunda y la tercera. Asi, se
pudo comprobar los parametros de repetibilidad, precision intermedia (en distintos dias)

y de reproducibilidad.
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Este procedimiento para comprobar la validacion y la exactitud del método se efectud

utilizando imagenes, segin lo descrito previamente en la literatura!’*!7>,

El niimero total de piezas dentarias valoradas fue de 101, y en las mediciones siguientes
los resultados positivos (los dientes que presentaban el mismo nivel de pigmentacion
que en la primera medicion o dia 0) fueron de un total de 93 y de 92 (segunda y tercera

medicion, respectivamente) (tabla 8).

Imagen Dia 0 Segunda medicién Tercera medicion
(casos positivos) (casos positivos)

1 12 11 11

2 12 12 11

3 17 16 16

4 9 7 9

5 14 12 11

6 8 8 6

7 12 11 12

8 7 7 7

9 6 5 5

10 4 4 4
TOTAL 101 93 92

Tabla 8. Valoracion de las piezas dentarias para comprobar la reproducibilidad del método.

El indice empleado para comprobar la reproducibilidad del método de medicion de la
pigmentacion fue el indice Kappa, ya que evalta la concordancia entre los resultados
proporcionados en distintos tiempos (test-retest). El pardmetro varia de 0 a 1, siendo 0
concordancia nula y 1 concordancia maxima. En este caso, el valor del indice de Kappa

es de 0,855 lo que indica, en consecuencia, que la precision del método es optima.
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7.3. RESULTADOS RESPECTO A LOS CAMBIOS PRODUCIDOS EN LAS
PIGMENTACIONES TRAS LA TERAPIA FOTODINAMICA

7.3.1. CAMBIOS EN EL TIEMPO

En este apartado se deben considerar dos aspectos fundamentales, el llamado
Tiempo de Reaparicion (antes de aplicar la luz, es decir, el intervalo de tiempo
normal tras una profilaxis dental en el cual vuelven a aparecer las manchas hasta que
adquieren el mismo nivel de pigmentacion que justo antes de la profilaxis) y el
Tiempo de Restauracion (después de aplicar la luz, es decir, el intervalo de tiempo
normal tras una nueva profilaxis dental seguida de la aplicacion de la terapia
fotodinamica en el cual vuelven a aparecer las manchas hasta que adquieren el

mismo nivel de pigmentacion que justo antes de la profilaxis).

Considerados estos aspectos, es importante recalcar la gran variabilidad existente
para cada paciente de forma individual y entre pacientes diferentes. El siguiente
grafico (fig. 17) muestra el Tiempo de Reaparicion y el de Restauracion (en meses)

para cada paciente.

14
12

10

123456 7 8 910111213141516171819202122232425262728293031

Tiempo de Reaparicion Tiempo de Restauracion

Fig. 17. Tiempo de Reaparicion y Restauracion para cada paciente.
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El valor medio en el Tiempo de Reaparicion para las pigmentaciones extrinsecas
negras fue de 5,2 meses, igual que la media en el Tiempo de Recuperacion presentod

el mismo valor (5,2 meses).

Segun las pruebas de Kolmogorov-Smirnov, el Tiempo de Reaparicion no se
distribuye normalmente (0,015; p<0,015), mientras que el de Restauracion si (0,603;
p>0,05). Por tanto, con el fin de contrastar que ambos tiempos eran iguales se empled
una prueba no paramétrica de comparacion de distribuciones para muestras repetidas
de Wilcoxon. El resultado es de 0,762 (p>0,05), lo que demuestra que las medianas
de ambos tiempos son estadisticamente iguales, asi pues, no existen diferencias
significativas entre el Tiempo de Reaparicion y el Tiempo de Restauracion. En
resumen, bajo las condiciones de este estudio, la aplicacion de la terapia
fotodinamica no altera el intervalo de tiempo en el cual reaparecen de forma
natural las pigmentaciones extrinsecas negras. A continuacion se muestra el

estudio estadistico descriptivo (tabla 9) respecto a los cambios en el tiempo relatados.

Estudio N Minimo Maximo Media Mediana Desviacion
estadistico
descriptivo Tipica
Tiempo de 31 3,00 13,00 5,29 5,00 1,77
Reapariciéon
Tiempo de 31 1,00 7,00 5,22 5,00 1,64
Restauracion

Tabla 9. Estudio estadistico descriptivo para valorar los cambios de las pigmentaciones en el tiempo.

7.3.2. CAMBIOS EN LA CANTIDAD

La cantidad de pigmentacion extrinseca negra presente en cada diente fue valorada
segun la clasificacion elaborada por Gasparetto, que engloba los criterios de Shourie
y Koch. Sin embargo, para poder comparar de forma global (a nivel de ambas
arcadas) en cada paciente individualmente los cambios en la cantidad de
pigmentacién acontecidos antes y tras el empleo de la terapia fotodinamica, fue

creada una escala para facilitar este procedimiento.

119



La escala consta de 4 puntuaciones:

0. No hay mancha extrinseca negra.

1. Menor cantidad de mancha extrinseca negra con respecto al Tiempo de
Reaparicion (antes de aplicar la luz).

2. Misma cantidad de mancha extrinseca negra con respecto al Tiempo de
Reaparicion (antes de aplicar la luz).

3. Mayor cantidad de mancha extrinseca negra con respecto al Tiempo de

Reaparicion (antes de aplicar la luz).

Al efectuar la comprobacion de las similitudes existentes entre 2 meses homologos
(uno del Tiempo de Restauracion con el pertinente del Tiempo de Reaparicion) para
admitir que ambos presentaban la misma cantidad de pigmentaciéon, se estimo
maximo un margen de error de 3 dientes, o sea, se considerd aceptable que 3 dientes
del diagrama del Tiempo de Restauracion tuviesen una calificacion distinta de la

cantidad de pigmentacion segiin la clasificacion de Gasparetto’?.

En la siguiente tabla (tabla 10) se representan los cambios producidos en la cantidad
de la pigmentacion en el Tiempo de Restauracion en todos los pacientes, teniendo en
cuenta que se compard el correspondiente diagrama de cada mes del Tiempo de
Restauracion (después de aplicar la luz) con el respectivo mes del Tiempo de
Reaparicion (antes de aplicar la luz), de acuerdo con la escala citada. El Tiempo de

Restauracion se considerd alcanzado de acuerdo a las siguientes puntualizaciones:

- Cuando el diagnostico clinico de la pigmentacion extrinseca negra coincidia con el
del ultimo mes del Tiempo de Reaparicion, siendo ambos valores iguales. Por
ejemplo, si un paciente tenia un Tiempo de Reaparicion (antes de la luz) de 4 meses
y en el cuarto mes del Tiempo de Restauracion (después de la luz) mostraba la
misma cantidad de pigmentacion segun la escala, se considerd alcanzado el Tiempo

de Restauracion.
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- Cuando, sin llegar a ser igual el Tiempo de Restauracion al de Reaparicion,
presentaba 2 meses seguidos la misma cantidad de pigmentacion segun la
clasificacion elaborada por Gasparetto. Aqui tenemos 4 posibilidades distintas
considerando, por ejemplo, un paciente con un Tiempo de Reaparicion (antes de la

luz) de 5 meses:

o Si en el segundo y tercer mes del Tiempo de Restauracion (después de la
luz), la cantidad de pigmentacion era estable y menor que antes de la luz, se
consider6 alcanzado el Tiempo de Restauracion (presentaba 2 meses

seguidos la misma cantidad de pigmentacion).

o A la inversa, si en el mes cuarto del Tiempo de Restauracion tenia la
misma cantidad de pigmentacion que en el mismo mes del Tiempo de
Reaparicion y, sin embargo, en el mes quinto mostraba menor cantidad
respecto de su homologo y en el sexto, la misma cantidad del quinto del
Tiempo de Restauracion, se considerd alcanzado el mismo (2 meses

seguidos).

o De la misma forma, no obstante, si la pigmentacion en el mes cuarto y el
quinto del Tiempo de Restauracion era estable y menor en ambos casos, se
consider6 alcanzado el mismo, coincidiendo ambos tiempos de Reaparicion

y Restauracion.

o Por otra parte, si en el mes cuarto del Tiempo de Restauracion presentaba
mayor cantidad de pigmentacion con respecto a su homologo, mostrando la
misma cantidad de pigmentacion que la del quinto mes del Tiempo de

Reaparicion, se considero alcanzado el Tiempo de Restauracion.
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TIEMPO DE RESTAURACION (MESES)

PACIENTE 1 2 3 4 5 6 7
1 2 2 1 1 - ] ]
2 1 1 1 1 1 1 1
3 1 1 1 1 1 1 1
4 2 2 3 - - ] ]
5 1 1 1 1 1 1 1
6 3 3 3 3 - - -
7 1 3 2 1 1 1 -
8 1 1 2 - - ] ]
9 1 1 1 2 - - -
10 1 2 2 2 3 1 1
11 1 1 1 1 1 1 1
12 3 3 3 - - - -
13 1 1 2 2 - - -
14 3 - - - ; - -
15 2 2 2 2 2 2 -
16 1 1 1 1 1 1 -
17 2 2 2 2 - - -
18 1 1 1 1 2 2 -
19 1 1 1 1 1 - -
20 1 1 2 2 2 - -
21 2 2 2 2 - - -
22 1 1 1 1 1 - -
23 1 1 1 1 1 1 1
24 1 1 2 2 2 2 2
25 1 2 2 2 2 - -
26 2 2 3 3 3 3 3
27 1 1 1 1 2 2 -
28 1 1 1 1 1 1 1
29 1 2 2 2 2 2 -
30 2 2 2 2 - ] ]
31 2 2 2 2 2 - -

w = o

VALORACION DE LA CANTIDAD DE LA PIGMENTACION
No hay mancha extrinseca negra
Menor cantidad de mancha extrinseca negra con respecto al mismo mes evaluado en el tiempo de reaparicion (antes de aplicar la luz)
Misma cantidad de mancha extrinseca negra con respecto al mismo mes evaluado en el tiempo de reaparicion (antes de aplicar la luz)
Mayor cantidad de mancha extrinseca negra con respecto al mismo mes evaluado en el tiempo de reaparicion (antes de aplicar la luz)

Tabla 10. Cambios en la cantidad de pigmentacion en el Tiempo de Restauracion.
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El siguiente grafico (fig. 18) muestra los cambios tras la aplicacion de la luz en el
primer mes del Tiempo de Restauracion, comparado con su equivalente del Tiempo
de Reaparicion (antes de la luz) y, a la vez, se muestran los cambios producidos en el
ultimo mes del Tiempo de Restauracion con respecto a su homologo del Tiempo de
Reaparicion. Los resultados muestran que la aplicacion de la terapia fotodinamica
es beneficiosa durante el primer mes en un 64,5% de los pacientes, ya que no
presentaron la misma cantidad de pigmentacion que la alcanzada en el mismo

mes tras la profilaxis dental.

100
80
60 Mayor cantidad de mancha
20 m Misma cantidad de mancha
m Menor cantidad de mancha
20
0
Tiempo de Tiempo de
Restauracion (+ 1 Restauracion (final)
mes) — Tiempo de — Tiempo de
Reaparicion (+1 mes) Reaparicion (final)

Fig. 18. Cambios en la cantidad de las pigmentaciones en el primer mes del Tiempo de Restauracion comparado con
el primer mes del Tiempo de Reaparicion (columna izquierda) y en el Gltimo mes del Tiempo de Restauracion
comparado con el Gltimo mes del Tiempo de Reaparicion (columna derecha).

Alcanzado el Tiempo de Restauracion, como indica la figura 18, hay mayor
proporcién de pacientes que exhiben la misma cantidad de pigmentacion extrinseca
negra (en concreto, un 45,2%) que al final del Tiempo de Reaparicion, frente al
38,7% que muestran menor cantidad de pigmentaciones y un 16,1% mayor cantidad.
Por ello, se puede llegar a la conclusion de que, a medida que se avanza en el Tiempo
de Restauracion, aumenta la cantidad de pigmentaciéon. O sea, se produce un
empeoramiento de la cantidad de la pigmentacion tras la aplicacion de la

terapia fotodinamica segin pasa el tiempo.
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Para llegar a esta conclusion, no se pudo usar la prueba de McNemar, ya que solo es
valida para tablas 2x2 y, en este caso, la escala tiene 4 valores. Por ello, primero se

empled la prueba de simetria (tabla 11) para muestras relacionadas.

Tiempo de Restauracién (final)
1 2 3 Total
Recuento % del N Recuento % del N Recuento % del N Recuento % del N
de la de la tabla de la tabla de la tabla
tabla
Tiempode |1 11 35,5% 9 29,0% 0 0,0% 20 64,5%
Restauracion
+1 mes 2 1 32% 4 12,9% 3 9,7% 8 25,8%
3 0 0,0% 1 32% 2 6,5% 3 9,7%
Total 12 38,7% 14 45,2% 5 16,1% 31 100,0%

Tabla 11. Prueba de simetria para muestras relacionadas.

Con la prueba de simetria se deben comparar las proporciones del mismo color
(verde, morado y azul), lo cual nos da un valor de 0,004 (p<0,005), significando que

esta prueba no es valida.

Como se ha rechazado la ultima prueba, se procedi6 a realizar la prueba de
marginalidad (tabla 12). En esta ultima prueba se debe comparar las proporciones
marginales (valores en amarillo de la tabla anterior), nuevamente expuestas en la

siguiente tabla:

Proporciones marginales 1 % 3
por cantidad de

pigmentaciéon

Tiempo de Restauracion + 64,5% 25,8% 9,7%

1 mes

Tiempo de Restauracion 38,7% 45,2% 16,1%
(final)

Tabla 12. Prueba de marginalidad.
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El resultado de la prueba de marginalidad nos da un valor de p<0,05 (p=0,008), lo
que demuestra que la distribucion marginal de los cambios de pigmentacion en el
mes primero del Tiempo de Restauracion es distinta del ultimo mes del Tiempo de
Restauracion (Tiempo de Restauracion final). Como conclusion, se puede corroborar
que, pasado el primer mes del Tiempo de Restauracion, los pacientes tienden a
mostrar igual o mayor cantidad de pigmentaciones de forma progresiva a

medida que pasan los meses del Tiempo de Restauracion.

A continuacion se muestran imagenes de distintos sujetos del estudio antes y después

de la aplicacion de la luz (figs. 19-28).

Fig. 20. Paciente A. 5° mes del Tiempo de Restauracion.
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Fig. 21. Paciente B. 7° mes del Tiempo de Reaparicion. Fig. 22. Paciente B. 7° mes del Tiempo de Restauracion.

Fig. 23. Paciente C. 5° mes del Tiempo de Reaparicion.

.
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Fig. 24. Paciente C. 5° mes del Tiempo de Restauracion.
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Fig. 28. Paciente E. 1°" mes del Tiempo de Restauracion.
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7.3.3. CAMBIOS EN EL COLOR

Las pigmentaciones extrinsecas negras de origen bacteriano, tal y como indica su
nombre, presentan normalmente esta coloracién. Sin embargo, en los primeros meses
de aparicion/formacion de las mismas, pueden presentar un aspecto mas marronaceo,
debido al proceso de degradacion de la hemoglobina. Por lo tanto, y con el objetivo
de poder valorar los cambios producidos en el color de las manchas comparando los
meses del Tiempo de Restauracion con los respectivos meses del Tiempo de

Reaparicion, se propuso la siguiente escala:

0. No hay mancha extrinseca negra.
1. Mancha extrinseca negra de color mas claro o marronacea.

2. Mancha extrinseca de color negro.

Primeramente, para comprobar los cambios producidos en el color de la
pigmentacion durante el primer mes del Tiempo de Reaparicion y el ultimo mes del
mismo (tras la profilaxis dental, sin aplicar la luz), se aplica la prueba de McNemar
(tabla 13) para comparar si la proporcién de pacientes que han pasado de menor a
mayor cantidad de pigmentacion (valores 1 a 2) es la misma que la proporcion de
pacientes que han pasado de mayor a menor cantidad de pigmentacion (valores 2

al).

Tiempo de Reaparicion (final)
1 2
Tiempo de
Reaparicion + 1 N % del N % del total
mes total
1 0 0,0% 8 25,8%
2 0 0,0% 23 74,2%

Tabla 13. Prueba de McNemar.
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Si se cotejan los valores de las celdas resaltadas en amarillo, el p-valor resultante es
de 0,008 (p<0,05), lo cual sugiere que las proporciones son estadisticamente
significativas. O sea, ninglin paciente muestra mejoria en el color en el primer
mes del Tiempo de Reaparicion (valores 2 a 1) respecto al ultimo mes del
mismo, mientras que un 26% de los pacientes exhibe una coloracion mas clara
(valores 1 a 2). El resto de pacientes (74%) mantiene el color de la pigmentacion a lo

largo de todo el proceso (fig. 29).

Tiempo de Reaparicion (1 mes respecto al final)

Mancha mas clara o

u = Mancha negra

marronacea

Fig. 29. Cambios producidos en el color entre el primer mes y el Gltimo del Tiempo de Reaparicion.

Observando el mismo proceso pero en el Tiempo de Restauracion, se utiliza de

nuevo la prueba de McNemar (tabla 14) para realizar las pertinentes comparaciones.
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Tiempo de Restauracion (final)
1 2
Tiempo de
Restauracion (+ 1 N % del N % del total
mes) total
1 0 0,0% 15 48,4%
2 0 0,0% 16 51,6%

Tabla 14. Prueba de McNemar.

Al cotejar los valores de las celdas resaltadas en amarillo, las proporciones son
estadisticamente distintas ya que el p-valor es de 0,000 (p<0,05) porque ningin
paciente mejora el color de la pigmentacion a lo largo del Tiempo de
Restauracion (valores 2 a 1) y casi la mitad de los pacientes (48,4%) acaba
empeorando (pasa de valor 1 a 2). La otra mitad de los pacientes (51,6%) mantiene

el color de la pigmentacion a lo largo de todo el proceso (fig. 30).

Tiempo de Restauracion (1 mes respecto al final)

= Mancha se oscurece =  Se mantiene el color de la mancha

Fig. 30. Cambios producidos en el color entre el primer mes y el Gltimo del Tiempo de Restauracion.
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De forma mas concreta, si se tiene en cuenta la coloracion de las manchas en el
primer mes del Tiempo de Restauracion (después de la luz) con relacion al primer
mes del Tiempo de Reaparicion (antes de la luz), con el objetivo de comprobar la
efectividad de la terapia fotodindmica justo después de su aplicacion, se emplea la
prueba de McNemar (tabla 15). Esta prueba compara si la proporcion de pacientes
que han experimentado una mejoria en el color (valores 2 a 1) es la misma que la

proporcidn de pacientes que han experimentado un empeoramiento (valores 1 a 2).

Tiempo de Restauraciéon + 1 mes

1 2
Recuento % del N de la Recuento % del N de la
tabla tabla
Tiempo de 1 8 25,8% 0 0,0%
Reaparicion

+1 mes | 2 7 22,6% 16 51,6%

Tabla 15. Prueba de McNemar.

Segun McNemar, estas proporciones son estadisticamente distintas porque el p-valor
es de 0,016 (p<0,05). Este resultado indica que un 22,6% de los pacientes presentan
una coloracion mas clara o marronacea en el primer mes tras la aplicacion de la
terapia fotodindmica (Tiempo de Restauracion) frente al 25,8% después de la
profilaxis dental (en el primer mes del Tiempo de Reaparicion). Es decir, el color de
las pigmentaciones extrinsecas negras es igual de claro o marroniceo en el

primer mes tras la profilaxis dental que tras la terapia fotodinamica (fig. 31).
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Pigmentacion mas clara o marronacea

30,00%

25,00%
Tiempo de Reapariciéon + 1
20,00%

g Tiempo de Restauracion +1

15,00%
25,80%

10,00%

5,00%

0,00%

Fig. 31. Porcentaje de pigmentacion mas clara o marronacea en el primer mes del Tiempo de Reaparicion (columna
naranja) y en el primer mes del Tiempo de Restauracion (columna azul).

Por ultimo, si se tiene en cuenta el primer mes tras la terapia fotodindmica (Tiempo
de Restauracion) en relacion al Tiempo de Reaparicion global, el p-valor segin la

prueba de McNemar (tabla 16) es de 0,000 (p<0,05).

Tiempo de Restauracién + 1 mes
1 2
Tiempo de N % del N % del total
Reaparicién total
1 0 0,0% 0 0,0%
2 15 48,4%% 16 51,6%

Tabla 16. Prueba de McNemar.

En consecuencia, las proporciones son estadisticamente significativas. Esto quiere
decir que, inmediatamente después de aplicar la terapia fotodinimica, se
observa una coloracion mas clara o marronacea (valor de 2 a 1) en el 48,4% de
los pacientes respecto al Tiempo de Reaparicion, mientras que el 51,6% de los
pacientes presentan una coloracion negra. Ningun paciente, sin embargo, empeora

el color de la pigmentacion (valor 1 a 2) justo tras la aplicacion de la luz (fig. 32).
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Tiempo de Restauracion + 1 mes (respecto al Tiempo de Reaparicion global)

= Manchamasclara = Mancha negra

Fig. 32. Porcentaje de pigmentacion mas clara o marronacea en el primer mes del Tiempo de Restauracion (area
azul) y de pigmentacion negra (area naranja), comparado con el Tiempo de Reaparicion.

7.3.4. CAMBIOS EN LA PRESENCIA/AUSENCIA DE BACTERIAS

La placa constituyente de las pigmentaciones extrinsecas negras estd formada por un
entramado de bacterias muy diverso, entre el que se puede encontrar bacterias
pigmentadoras de negro, como Porphyromonas gingivalis, y otras tales como
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (colonizador primario de la placa por su
aerotolerancia) y Tannerella forsythia (microorganismo periodontopatégeno igual

que P. gingivalis y que interactiia con la misma).

La bacteria que esta presente en la mayor parte de los pacientes con pigmentaciones
extrinsecas negras de la presente tesis doctoral es 7. forsythia (83,9%), seguido de
P. gingivalis (29,03%) y de A. actinomycetemcomitans (9,7%). El siguiente grafico

(fig. 33) muestra estas proporciones de forma mas representativa.
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Presencia de bacterias antes de la luz

= P gingivalis = T. forsythia = A. actinomycetemcomitans

Fig. 33. Porcentaje de P. gingivalis, T. forsythia y A. actinomycetemcomitans antes de la realizacion de la terapia
fotodinamica.

Después de aplicar a los pacientes la terapia fotodindmica, la proporcién en estas
bacterias varia solo ligeramente en el caso de P. gingivalis (19,4%), mientras que

A. actinomycetemcomitans (6,5%) y T. forsythia (80,6%) exhiben practicamente los
mismos valores. A continuacion se muestra un esquema representativo de estos datos

(fig. 34).

Presencia bacterias después de la luz

= P gingivalis = T. forsythia = A. actinomycetemcomitans

Fig. 34. Porcentaje de P. gingivalis, T. forsythia y A. actinomycetemcomitans tras la realizacion de la terapia
fotodinamica.
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En esta grafica se exponen simultineamente los datos de las 3 bacterias antes y

después de aplicar la terapia fotodindmica (fig. 35).

Presencia bacterias antes y después luz

90,00%
80,00%
70,00%
60,00% H Antes luz

50,00% H Después de luz

40,00%
30,00%
20,00%

10,00%

P. gingivalis T. forsythia  A. actinomycetemcomitans

0,00%

Fig. 35. Porcentaje de P. gingivalis, T. forsythia y A. actinomycetemcomitans antes (azul) y tras (naranja) la
realizacion de la terapia fotodindmica.

Aplicada la prueba de McNemar (individualmente para cada bacteria) para contrastar
el efecto de la aplicacion de la luz en la presencia de las 3 bacterias (cotejando las
celdas en amarillo), es decir, si la proporcion de bacterias en los pacientes es la
misma antes de utilizar la terapia fotodinamica que después de ella, se comprueba
que las proporciones son iguales para los 3 microorganismos (p>0,05), es decir, el
empleo de la terapia fotodinamica no modifica de forma significativa la

presencia/ausencia de bacterias.

Estas son las pruebas de McNemar para las 3 bacterias y los estadisticos de contraste

correspondientes (tablas 17-20).
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A. actinomycetemcomitans
Antes de la Después de la luz
luz

NO SI
NO 28 0
SI 1 2

Tabla 17. Prueba de McNemar para A. actinomycetemcomitans.

T. forsythia
Antes Después de la luz
de la
NO SI
luz
NO 3 2
SI 3 23

Tabla 18. Prueba de McNemar para T. forsythia.

P. gingivalis
Antes Después de la luz
de la
NO SI
luz
NO 16 6
SI 9 0

Tabla 19. Prueba de McNemar para P. gingivalis.

Estadisticos de contraste (Prueba de
McNemar)

BIAyBID B2AyB2D B3AyB3D
N 31 31 31

p-valor 1,000 1,000 ,607

Tabla 20. Estadisticos de contraste para la prueba de McNemar.
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7.4. RESULTADOS RESPECTO A LOS EFECTOS ADVERSOS PROVOCADOS
POR LA TERAPIA FOTODINAMICA

De los 31 pacientes pertenecientes a la muestra de nuestro estudio, solo uno afirmo
haber experimentado hipersensibilidad dental en los quince dias posteriores a la
aplicacion de la luz. En el resto no hubo evidencia de dolor, irritacion intraoral o

malestar asociados con el procedimiento.
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8. DISCUSION

La gran variedad de tipos de tejidos presentes en la cavidad oral, como la lengua, los
dientes y la mucosa, representa un sinfin de lugares disponibles para la colonizacion de
los distintos microorganismos. Sin embargo, hay una serie de factores que son
determinantes en esta colonizacién, como los factores ambientales, la disponibilidad de

nutrientes y las caracteristicas metabolicas de la flora microbiana.

Entre estos microorganismos se hallan las bacterias pigmentadoras de negro, las cuales
se asocian con la aparicion de una pigmentacion extrinseca negra a nivel de las
superficies dentales. Aunque estas manchas no suponen per se un problema médico para
el individuo que las posee, si que ocasionan un grave problema estético para los

pacientes.

Estas tinciones no pueden ser siempre eliminadas en su totalidad mediante una
profilaxis dental y, més aun, pueden volver a aparecer pasado un determinado tiempo,

con lo cual se deben realizar visitas periodicas al consultorio odontologico.

La terapia fotodinamica constituye en la actualidad una nueva opcion terapéutica en
diferentes campos de la odontologia, especialmente en la enfermedad periodontal.
Mediante la accion de la luz y/o el uso de agentes fotosintetizadores, se persigue la
eliminacion de los microorganismos periodontopatéogenos. Se piensa, al mismo tiempo,
que algunos de ellos estan implicados en la aparicion de las pigmentaciones extrinsecas
negras, de ahi el “compromiso” de explorar esta opcion alternativa de tratamiento a este

problema.
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8.1. DISCUSION RESPECTO AL MATERIAL Y METODO EMPLEADO

8.1.1. MUESTRA UTILIZADA EN EL ESTUDIO

Debido a la poca prevalencia existente en Valencia de individuos con tinciones
extrinsecas negras de origen bacteriano, solo el 2,4%!7 y el 7,54% en escolares entre
4-11 afos de edad, segtin Paredes y Paredes''®, a las limitaciones absolutas existentes
(los menores de 18 afios y las embarazadas no podian ser incluidos en la muestra) y
al largo periodo de seguimiento necesario en algunos casos para llevar a cabo el
protocolo establecido, el tamafio muestral del que se pudo disponer para esta

investigacion fue relativamente limitado (31 pacientes).

No hay ningiin estudio en Valencia ni en el resto del mundo que indique la
prevalencia real de individuos con estas manchas en la poblacion adulta. En el norte
de Espafia, concretamente en Oviedo, este rango se sitia en torno al 3,1%, también
en menores de 6 afios de edad''. Otras investigaciones con menores en paises
extranjeros muestran cifras que llegan al 14,8% en Brasil’, al 16%? en Filipinas o al
18,5% en Turquia''®. Sin embargo, en los paises europeos estas tasas no superan la
barrera del 10% (4% en Alemania® y 1,5% también en el pais germano para

Bartsch®).

De la muestra total de 38 pacientes inicial, cinco pacientes se retiraron
voluntariamente de la investigacion ante la imposibilidad de acudir a las citas
establecidas para el control de la pigmentacion y dos tuvieron que ser excluidos
porque no cumplian con las caracteristicas necesarias para el estudio y/o

incumplieron el protocolo establecido.
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En el primero de estos dos ultimos casos, mediante el seguimiento mensual del
paciente, se pudo confirmar que la pigmentacion extrinseca negra que presentaba a
nivel de las superficies dentales habia ido desapareciendo paulatinamente hasta
disiparse por completo sin llegar a aplicarsele la terapia fotodindmica. Preguntado
entonces por el motivo de aquel cambio, el paciente refirié6 no haber cambiado en
modo alguno los habitos de cepillado, como tampoco la pasta dental y/o el colutorio
empleado, ni haber tomado medicacion alguna que pudiese haber influido en la
desaparicion. En el segundo caso, por otra parte, después de haber sido sometido a la
terapia con luz, el paciente comentd al ser cuestionado por el exitoso resultado
obtenido que, después del uso de la lampara empleada en este estudio, habia hecho
uso de otra ldmpara de fotocurado (Bluephase®, Ivoclar Vivadent S.L.U., Espafia), la
cual habia aplicado por un tiempo indeterminado de nuevo sobre las superficies
dentales. Esto fue posible gracias a la relacion laboral de proximidad con un servicio
odontologico. Pese a todo, esta paciente fue observada de manera periddica durante
unos meses mas para comprobar la efectividad del método, siendo necesario un

analisis mas profundo sobre el tema que puede ser objeto de futuras investigaciones.

8.1.2. INSTRUMENTACION EMPLEADA EN LA INVESTIGACION

8.1.2.1. PARA LA TOMA DE MUESTRAS

Con el fin de no producir dafos en el esmalte dental, las muestras de placa
bacteriana fueron tomadas con curetas de plastico esterilizables. Recientes
estudios revelan la gran cantidad de calcio y fosforo detectados en las muestras
de placa dental negra tras el uso de curetas metalicas estdndar, cuyo origen se

atribuye a la hidroxiapatita del esmalte®s.
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8.1.2.2. PARA LA TERAPIA FOTODINAMICA

La ldmpara GLO Brilliant (GLO ™ Science LLC, New York, EEUU) que
empleamos en este estudio es una lampara de blanqueamiento de origen
ambulatorio que consta de 15 luces LED y que segun los fabricantes cuenta con
una longitud de onda de aproximadamente 475 nm (color azul) y una potencia
global de alrededor de 3 W. Se penso en utilizar este dispositivo porque se podia
irradiar simultaneamente todas (o casi todas) las superficies bucales de los dientes.
Con ello conseguiamos realizar la terapia fotodindmica de una forma

relativamente rapida, al no tener que irradiar cada diente de manera individual.

En la literatura encontramos distintas lamparas empleadas en la aplicacion de la
terapia fotodindmica, con diferentes longitudes de onda y potencia.
Desgraciadamente, para poder comparar la eficacia de nuestra lampara segln la
potencia empleada con otros estudios respecto al empleo de esta terapia a nivel
supragingival sin el empleo de otros coadyuvantes, solo disponemos de un

estudio.

Con este proposito, fue creado un dispositivo que irradiaba simultaneamente, sin
la ayuda de agentes fotosensitizadores, premolares y molares en su cara vestibular,
asi como el margen gingival. Este instrumento constaba de tres luces LED
Luxeon III y emitia luz con una longitud de onda entre 415 a 495 nm y una
potencia de 70 mW/cm?. Después de un periodo de irradiacion de dos minutos
diarios durante cuatro dias se redujeron significativamente los niveles de
P. gingivalis y de P. intermedia comparado con el lado no irradiado, aunque no
asi los de P. nigrescens y P. melaninogenica. Estos autores lo atribuyen al
contenido de porfirinas presente en estos microorganismos. Ademas, no se

evidenci6 dolor, irritacion intraoral o malestar asociado con el procedimiento!®.

Nosotros discrepamos con estos resultados, ya que el empleo de la terapia
fotodinamica, bajo las condiciones de este estudio, no modifica
significativamente  los niveles de P. gingivalis, T. forsythia y

A. actinomycetemcomitans.
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Se podria pensar que las diferencias pueden radicar en las distintas bacterias
estudiadas en ambos casos (solo coincidimos en observar la presencia de
P. gingivalis) y en el protocolo aplicado. Sin embargo, nuestra intencion fue
aplicar la luz durante el mismo intervalo de tiempo que estos autores (irradiacion
de dos minutos diarios dos veces al dia durante cuatro dias), aunque lo hicimos

todo en el mismo dia en 2 ciclos de 8 minutos.

Pensamos entonces en comprobar los datos que nos habia transmitido la empresa
que comercializa el producto. Gracias a la ayuda del departamento de
Comunicaciones Opticas de la Universidad de Valencia, dispusimos de un
colorimetro Chroma Meter CL-200® (Konica Minolta Sensing, Inc.; Tokyo,
Japan) con el cual pudimos verificar la densidad de iluminancia medida en lux
(fig. 36), resultando ser de 151 Lux. Sabiendo que la irradiancia necesaria para
producir 1 Lux a 555 nm (color verde) es de 1, 464 mW/m? (valor fijo) y que
nuestro dispositivo tiene una superficie aproximada de 10 cm?, calculamos que la
lampara tenia una potencia de 0,02583 mW/cm? (anexo B). Por tanto, la potencia
global de la lampara seria de 0,0002583 W, una cifra mucho menor a la indicada
por la empresa distribuidora y que puede haber influido en el resultado de nuestras
investigaciones, al no conseguir la mortalidad bacteriana deseada. El dispositivo
empleado tenia una potencia de 70 mW/cm?, una diferencia considerable si lo

comparamos con los datos de nuestra ldmpara'®.
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Fig. 36. Comprobacion de la irradiancia del dispositivo GLO Brilliant (fuente: autor).

8.1.2.3. SISTEMA PARA EL DIAGNOSTICO CLINICO DE LA PIGMENTACION
EXTRINSECA NEGRA

Los criterios para el diagndstico de la pigmentacion extrinseca negra no estan bien
definidos’. Con el paso del tiempo, las distintas clasificaciones han ido
evolucionando, siendo la més empleada en los recientes estudios la que sigue el
sistema elaborado por Gasparetto, que engloba los criterios de Shourie y Koch’.
Segun esta clasificacion, los dientes con pigmentacion extrinseca negra pueden

recibir distintas puntuaciones:

- Puntuacion 1: puntos pigmentados o lineas incompletas paralelas al margen
gingival.

- Puntuacion 2: lineas continuas pigmentadas, facilmente observables y
limitadas a la mitad del tercio cervical de la superficie dental.

- Puntuacion 3: pigmentacion que se extiende mas alla del tercio cervical.
Sin embargo, esta clasificacion no abarca en modo alguno la diversidad de

apariencias que exhiben los dientes con estas manchas y la puntuacion en algunas

piezas dentales puede ser objeto de confusion por parte del observador.
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En concreto, la superficie oclusal no se ve representada en estos criterios, cuando
muchos dientes posteriores, sobretodo molares, muestran una gran cantidad de
pigmentacién en esta area. Respecto a las superficies interproximales, es posible
hallar dientes que muestran solo pigmentacién en estas localizaciones sin tener
ningun punto o linea paralelo al margen gingival en vestibular/lingual. Ambos

casos no son contemplados segun estos criterios.

Otra peculiaridad que es importante destacar es que, en aquellos dientes que no
presentan pigmentacion a nivel cervical, y solo tienen un par de puntos
pigmentados sueltos a nivel incisal/oclusal, les corresponderia una puntuacion
de 3. De la misma manera, un diente con gran cantidad de pigmentacion, tanto a
nivel cervical como incisal/oclusal, obtendria también la maxima puntuacion,

tratandose de casos totalmente diferentes.

Por todo ello, creemos conveniente proponer una nueva clasificacion que pueda
suplir las carencias y/o errores de la empleada hasta ahora. Este nuevo sistema
(fig. 37) comprenderia las siguientes puntuaciones con sus correspondientes

subescalas:

- Puntuacion 1: puntos pigmentados o lineas incompletas.
a) paralelos al margen gingival.
b) paralelos al margen gingival y/o mas allé del tercio cervical.
¢) solo en zonas interproximales.
- Puntuacion 2: lineas continuas pigmentadas, facilmente observables y
limitadas a la mitad del tercio cervical de la superficie dental.
- Puntuacion 3: lineas continuas pigmentadas que se extienden mas alla del
tercio cervical.
- Puntuacion 4: lineas continuas pigmentadas que se extienden mas alla del

tercio cervical y cara oclusal pigmentada.
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1) Puntos pigmentados o lineas incompletas:
a) paralelos al margen gingival.
b) paralelos al margen gingival y/o mas alla del
tercio cervical.
¢) solo en zonas interproximales.

2) Lineas continuas pigmentadas, facilmente
observables y limitadas a la mitad del tercio
cervical.

3) Lineas continuas pigmentadas que se extienden
mas alla del tercio cervical.

4) lineas continuas pigmentadas que se extienden
mas alla del tercio cervical y cara oclusal
pigmentada.

Fig. 37. Nueva clasificacion de las pigmentaciones extrinsecas negras de origen bacteriano propuesta en la
presente tesis (fuente: autor).

8.1.3. METODOLOGIA EMPLEADA EN LA TERAPIA FOTODINAMICA

El tratamiento de eleccion de la pigmentacion extrinseca negra de origen
bacteriano en la actualidad son las profilaxis dentales, existiendo gran variabilidad
interindividual en cuanto a la frecuencia de las mismas, ya que depende del
tiempo que tarda la pigmentacién en volver a aparecer en boca®®%!!8 No
obstante, este tratamiento no esta exento de perjuicios, no solo psicologicos por la
imagen antiestética para el portador, sino también fisicos a nivel de la estructura

del esmalte.
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La eliminacién de las manchas mediante el uso del ultrasonido demuestra que
existe un riesgo excesivo de provocar un severo dafio al esmalte cuando es
empleado in vitro, sobre todo cuando se utiliza la punta del instrumento en lugar
del lateral (hasta cuatro veces mas). Ademas, légicamente la profundidad del
defecto es significativamente mayor cuanto mas dura en el tiempo esta accion. Por
ello, es esencial utilizar el lateral de la punta de ultrasonidos y hacerlo con
constantes movimientos sobre la superficie del diente'’®. Con la oscilacion de la
punta cabe la posibilidad, advierten Paramashivaiah y Prabhuji'”’, que el diente
actie como un vehiculo conduciendo la energia de la vibracién desde la punta
hacia el apice radicular, lo que resultaria en un dafio potencial a diferentes

estructuras como los vasos sanguineos que se hallan alrededor del diente.

Si esta remocion se lleva a cabo con curetas metalicas, el odontélogo debe ser
consciente de que esta metodologia implica la sustraccion de la capa externa de

hidroxiapatita del esmalte, por lo que debe ser llevada a cabo con precaucion’’.

El manejo del espray de bicarbonato in vitro causa desgaste y una reduccion en la
microdureza de la superficie del esmalte, aunque la saliva permite la recuperacion
de las condiciones iniciales de microdureza y reduce el desgaste una hora después,

178 Asimismo, este efecto es mas

alcanzando la maxima reparacion a las 24 horas
evidente sobre el esmalte desmineralizado que sobre el esmalte sano'”. De
acuerdo con estos ultimos autores, Goebel y Jost-Brinkmann'®® apuntan que es
dudoso senalar que este método o el uso de pastas profilacticas sean el causante de
la aparicion de pigmentaciones dentales porque no se observan cambios

significativos en la tension superficial del esmalte in vitro tras su empleo, seria

mas bien debido a caracteristicas inherentes de cada sujeto.

En consecuencia, por la alta probabilidad de causar lesiones a nivel pulpar y/o a
nivel de la superficie del esmalte en forma de defectos que conllevarian una
mayor proporcion de lesiones donde se pudiesen asentar las bacterias
pigmentadoras de negro produciendo mas manchas, se propuso en la siguiente

tesis la utilizacion de una terapia alternativa como la fotodindmica.
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8.1.3.1. PROTOCOLO DE USO DE LA LAMPARA

Los tejidos duros del diente pueden ejercer un efecto protector para el tejido
pulpar frente a cualquier estimulo nocivo que provenga del exterior, incluyendo el
dafio originado por los cambios de temperatura. Sin embargo, se desconoce hasta

qué punto la pulpa puede tolerar este “dafio térmico”.

Bajo las mismas condiciones de la presente tesis, se evaluo la sensibilidad pulpar
en humanos in vivo. Para ello se emple6 un laser Nd:YAG durante 30 segundos a
50 J/em?, 2 mm por debajo de la linea mucogingival (sin llegar a establecer
contacto) en el canino mandibular derecho. En todos los individuos el umbral de
dolor (58,8+ 7,30°C) aument6 después de la irradiacion, posiblemente porque se
produjo una afectacion de las fibras nerviosas (es decir, los pacientes se volvieron
menos tolerantes al dolor). Los valores, sin embargo, volvieron a la normalidad

una semana después del tratamiento'8!,

En nuestro caso, con el proposito de evitar una lesion pulpar por el aumento de
temperatura de la luz LED utilizamos dos dispositivos idénticos, uno para cada
ciclo de 8 minutos. Asimismo, con un termémetro digital con pantalla LCD
comprobamos el aumento de temperatura oral cuando la ldmpara se encontraba
situada dentro de la boca, para reproducir al maximo las condiciones del estudio
(fig. 38). Durante los 8 minutos se produjo un incremento de la temperatura de

2,6°C (tabla 21).
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Fig. 38. Termometro digital con pantalla LCD (el aplique metalico fue insertado en el interior de la cavidad

oral junto con el dispositivo luminico) (fuente: autor).

Minutos

Temperatura (°C)

1

36,4

37,1

37,3

37,9

38,0

38,4

38,8

ol | N W B W N

39,0

Tabla 21. Cambio de temperatura experimentado por el dispositivo luminico en cada ciclo.
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En consecuencia, y a pesar que uno de los pacientes de la muestra afirmé haber
tenido hipersensibilidad durante los 15 dias posteriores al procedimiento, creemos
que seria mas bien debido a caracteristicas individuales que a un posible dafio
pulpar provocado por la aplicacion de la lampara. El dispositivo empleado en este
estudio no sobrepas6é en modo alguno los 40°C, quedando muy de lejos de las
cifras comentadas durante las cuales habria afectaciéon de las fibras nerviosas
pulpares (58,8+ 7,30°C) '8!, Ademds hay que tener en cuenta que el periodo de
aplicacion utilizado en este estudio fue mucho mayor al expuesto por estos
autores, de ahi el empleo de dos dispositivos distintos para evitar un posible

sobrecalentamiento.

8.2. DISCUSION RESPECTO A LOS CAMBIOS PRODUCIDOS EN LAS
PIGMENTACIONES TRAS LA TERAPIA FOTODINAMICA

8.2.1. CAMBIOS EN EL TIEMPO, CANTIDAD Y COLOR

Exceptuando la presente tesis, ningun estudio ha observado el “comportamiento” de
las pigmentaciones extrinsecas negras, es decir, su evolucién en el tiempo, como

tampoco la gran variabilidad interindividual que existe de unos sujetos a otros.

A medida que hemos ido avanzando en la investigacion, hemos podido averiguar
algunas curiosidades al respecto de esta entidad. Al indagar en las relaciones
familiares de los voluntarios, se observa una correlacion en la transmision de las
manchas entre miembros de una misma familia (datos no disponibles), aunque no se
ha podido comprobar estadisticamente. O sea, las bacterias pigmentadoras de negro
se transferirian de padres a hijos, hermanos a hermanas o incluso entre esposos.

Todos estos casos estan bien documentados en la literatura' %3404,

La cantidad de pigmentacion extrinseca negra difiere mucho de unos pacientes a
otros, sin parecer que ello dependa de la inflamacién gingival existente y, en

consecuencia, del sangrado gingival.
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Lo mas logico seria pensar que, a peores condiciones gingivales y/o periodontales
existentes, mayor seria el crecimiento experimentado por las bacterias pigmentadoras
de negro (y con ello mas pigmentacion) al disponer de una mayor cantidad de

nutrientes y por las caracteristicas ambientales®®!!”.

Contrariamente a la hipotesis de partida, hemos podido constatar que individuos con
buena salud gingival y wuna correcta higiene oral presentaban abundante
pigmentacién negra (en ambas caras vestibulares y palatinas/linguales) y que en
individuos jovenes con malas condiciones orales (incluso a nivel periodontal) la
cantidad de manchas era bastante menor. Nuestras observaciones estarian de acuerdo

con otros estudios publicados®!13:116:119.120,

Otro dato interesante que nos refirieron los pacientes es la alteracion sufrida en las
pigmentaciones a consecuencia de los cambios hormonales, ocurridos en situaciones
tales como el embarazo. Una paciente nos refirio haber contraido las pigmentaciones
durante el mismo sin que hubiera precedentes anteriores en la familia, mientras que
otra admitié que tras el embarazo las manchas disminuyeron en su cuantia. En este
caso, si que podriamos atribuirlo al aumento de las bacterias pigmentadoras de negro
que se puede producir por las variaciones en la microbiota a nivel subgingival que
provocan las hormonas sexuales. Al mismo tiempo, hay un cambio en la respuesta
inflamatoria a nivel del huésped que participaria indirectamente de estas alteraciones
gingivales'®?. En correlaciéon con estos datos, tuvimos también la posibilidad de
observar la evolucion de las manchas en una paciente con sindrome de Down. Esta
paciente presentaba pigmentacion a nivel de todas las superficies dentales, incluso
caras oclusales, demostrando la “agresividad” de la accion bacteriana. En la literatura
se revelan mayores cifras de A. actinomycetemcomitans y de P. gingivalis en sujetos
afectos de “trisomia del 217, quiza debido al compromiso inmune existente que

facilitaria la inflamacion gingival y el inicio de la periodontitis'®*.

153



Un aspecto a tener en cuenta es la posibilidad de transmision de la pigmentacion a
través de material contaminado. Un paciente refirié que las manchas aparecieron tras
la realizacién de una profilaxis dental, tras lo cual habria que valorar la eventualidad
de tal suceso, aunque tampoco se puede descartar la formacion de mayores recodos
en las superficies dentales después del uso de ultrasonidos que ayudasen a crear unas

condiciones favorables para el desarrollo de las bacterias pigmentadoras de negro.

No obstante, este caso no fue el Gnico, ya que otra paciente comentd que, tras una
estancia de larga duracion en un centro hospitalario con intubacién oral, estas
manchas aparecieron por primera vez en la cavidad oral. Se ha comprobado la
transmision de patdogenos respiratorios (como S. aureus), tras la intubacioén

orotraqueal'®*

, aunque no deberiamos descartar el empeoramiento de las condiciones
de higiene orales durante este periodo que facilitasen que estos microorganismos

desarrollaran la pigmentacion.

También es importante exponer la potencial influencia que la accion de determinados
farmacos, como los antibidticos, pueden producir a nivel de las manchas, de ahi que
fuera uno de nuestros criterios de exclusion. En un estudio se demostro in vivo la
accion bactericida del metronidazol, solo o en combinacidon con espiramicina en
pacientes con periodontitis. Mientras que a los 6 dias de la administracion de ambos
farmacos se consiguen eliminar todas las especies evaluadas (P. gingivalis,
T. forsythia, P. intermedia, Micromonas micros, Eikenella corrodens,
Campylobacter rectus) excepto A. actinomycetemcomitans, una cepa de
Capnocytophaga spp. y Fusobacterium nucleatum, el empleo solo del metronidazol
acttia contra las especies anteriormente indicadas, salvo contra Capnocytophaga spp.,
E. corrodens y P. intermedia'®. Por tanto, los resultados se podrian haber visto
alterados tras la ingesta de medicamentos por alguno de los sujetos voluntarios, ya
que habria sido posible que se produjesen modificaciones en la poblacion de las

bacterias pigmentadoras de negro, entre otros.
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Durante el tiempo que nosotros denominamos de Reaparicion (después de la
profilaxis normal, antes de aplicar la luz), solo el 26% de los pacientes mostré una
coloracion mas clara (marronacea, negra/marron) en las pigmentaciones en los meses
inmediatamente posteriores a la profilaxis. Sin embargo, a medida que paso el
tiempo, la pigmentacion se torn6 negra. El mecanismo de produccion del pigmento,

aunque no es concluyente!®

, estaria relacionado con la descomposicion de las
moléculas de hemoglobina y transferrina por parte de las bacterias!'?. Se podria
comparar, por consiguiente, con una necrosis pulpar debida a un traumatismo dental,
en el cual la extravasacion de la sangre y la posterior degradacion de la hemoglobina

provocan la tincidn intrinseca dental.

En este caso, la tinciéon se quedaria a nivel supragingival, como si dentro del
entramado que forma esta placa negra las moléculas de hemoglobina y transferrina
quedasen “atrapadas”, dando lugar a la caracteristica apariencia de esta

pigmentacion.

La media de tiempo que tardaron las manchas en aparecer en este periodo (Tiempo
de Reaparicion) fue de 5,2 meses. Concretando, para algunos pacientes este tiempo
fue tan solo de 3 meses, aunque como maximo tuvimos un paciente con un tiempo de
13 meses. En todos los casos, observamos que estas diferencias interindividuales no
correspondieron en modo alguno a los hébitos de higiene oral de los propios
individuos y/o, por consiguiente, al estado de salud oral. De igual manera, podemos

ratificarnos en nuestras afirmaciones en cuanto a la cantidad de la pigmentacion.

La presente tesis doctoral se ideo y disefio de una forma “experimental”, al no existir
cuando se planted la misma, estudios llevados a cabo sobre la terapia fotodinamica
aplicada a las pigmentaciones extrinsecas negras. Debido al pequefio tamafio
muestral que teniamos (a causa de la baja prevalencia de la pigmentacion en nuestra
region) no se pudieron adjudicar distintos protocolos para que el resultado del

analisis estadistico fuese lo mas extrapolable posible a la situacion real.
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Con el objetivo de poder comparar nuestros resultados, sin embargo, se publico
recientemente un relato de un caso, donde estos autores también estudiaron el efecto
de la aplicacion de la luz sobre las tinciones negras, aunque con distinto protocolo al

nuestro®’.

Segun la metodologia que empleamos, para nosotros la terapia fotodinamica no
altera el intervalo de tiempo en el cual aparecen de forma natural las pigmentaciones
extrinsecas negras, es decir, el Tiempo de Reaparicion es el mismo que el Tiempo de
Restauracion. No obstante, durante el primer mes tras la aplicacion de la luz, este
tratamiento es beneficioso para el 64,5% de los pacientes, puesto que muestran
menor cantidad de pigmentacion que la alcanzada en el primer mes tras la profilaxis
dental (en el Tiempo de Reaparicion). Lo que ocurre posteriormente es que, a medida
que pasa el tiempo, los pacientes tienden a mostrar mayor o igual cantidad de
pigmentacion. Respecto al color de la pigmentacion, no hay diferencias significativas

entre ambos tiempos, de Reaparicion y de Restauracion.

Ahondando en los casos de una forma mas individual, cabe decir que no creemos que
el efecto de la terapia estuviese influido por cambios en habitos de higiene o en el
empleo de distintas pastas dentifricas o colutorios, uso de medicamentos, etc..., ya
que todos los sujetos fueron cuestionados en ese aspecto durante las visitas de

control.

Unos autores aplicaron de forma exitosa esta terapia sobre las pigmentaciones
extrinsecas negras en un sujeto de 10 afios al cual siguieron durante 7 meses. Ellos
emplearon, sin embargo, un agente fotosensitizador, el azul de toluidina, junto con
un ldser de diodos aluminio-galio-indio-féosforo de 660 nm a
70 J/cm? durante 23 segundos en 5 sesiones (1 a la semana en un periodo de 5
semanas), de acuerdo al area irradiada: 1) dientes anteriores mandibulares, 2) dientes
posteriores mandibulares, 3) dientes anteriores maxilares, 4) dientes posteriores
maxilares, 5) todas las superficies dentales. El laser se us6 en ambas caras, vestibular
y palatina, de todos los dientes. Cada vez que se terminaba una sesion, las
pigmentaciones negras extrinsecas que aun permanecian adheridas se eliminaron con

curetas Gracey™’.
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Como efectos colaterales se describe desmineralizacion del esmalte dental
acompanado de hipersensibilidad dental postoperatoria, que fueron solucionados con

la administracidon de una solucién de fluoruro de sodio.

Esta reciente investigacion contradice nuestros resultados porque nosotros no
conseguimos la eliminacién completa de las pigmentaciones extrinsecas negras. Las
posibles causas de ello podrian estribar en el protocolo empleado, principalmente.
Como hemos comentado anteriormente, decidimos no utilizar diversos protocolos
para que nuestros resultados estadisticos fuesen fiables. Por eso, solo fue aplicada
una vez la terapia fotodinamica a lo largo de la investigacion, lo cual no provocéd
probablemente la mortalidad bacteriana deseada de las bacterias responsables de la
pigmentacion. Se necesitarian de futuros estudios para establecer un protocolo

adecuado.

Otro aspecto importante seria la baja potencia de nuestro dispositivo luminico para
lograr este objetivo. En este caso® se empled un laser a 70 J/cm?, y nuestra lampara
emitia con una potencia de 0,02479 J/cm?, cifra mucho menor que haria que no fuese
efectiva para esta terapia. Aparte de ello, por el disefio de la lampara, ésta solo fue
aplicada en las caras vestibulares de los dientes. Debido a que la luz va perdiendo
potencia a medida que se va dispersando por los tejidos'>?, es factible pensar que no
alcanzase la cara lingual/palatina de los dientes, que en la mayoria de los pacientes
presenta mayor cantidad de pigmentacioén, sobre todo a nivel de molares (quiza
porque la lengua constituye un reservorio para las bacterias pigmentadoras de negro,

lo que facilitaria la colonizacion de las 4reas dentales cercanas)'™.

No consideramos conveniente el empleo de un agente fotosensitizador, ya que se
logra una reducciéon de los microorganismos pigmentadores de negro P. gingivalis y

P. intermedia solo con la utilizacion de una lampara LED a 455 nm y 70 mW/cm? '©,
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Por otra parte, tras el tratamiento solo un paciente nos refirio hipersensibilidad, lo
cual creemos que es mas posible que fuese debido a causas propias del individuo, ya
que el resto no sintidé molestia alguna. En este caso discrepamos totalmente con estos
autores®®, puesto que los efectos colaterales que obtuvieron serian por la excesiva
potencia aplicada. Ademas, teniendo en cuenta que se trataba de un menor de edad
podrian habérsele provocado mas perjuicios que beneficios. La luz junto con la
limpieza con curetas no solo consigui6 eliminar aparentemente la pigmentacion, sino
que también elevo la temperatura pulpar en el momento de su aplicacion, pudiendo
alterar las respuestas de vitalidad en dientes jovenes. Aparte, se provocd una
desmineralizacion dental, lo que nos hace corroborar nuestras aseveraciones en
cuanto a la potencia de la luz. Aunque solucionado este efecto adverso con fluor,
cabria estudiar si la estructura microscopica del esmalte no se ha quedado de alguna
manera afectada. Asimismo, se tendria que estudiar el cambio ocasionado en la

comunidad microbiana con el paso de los afios.

Analizando el método seguido por estos autores, nos parece cuanto mas curioso Y,
por tanto, creemos que son necesarias mas investigaciones al respecto, la “facil”
eliminacion de la pigmentacion tras el empleo del laser. Considerando que se hubiese
alcanzado la completa mortalidad de los microorganismos responsables de la
pigmentacion, hay que tener en cuenta que se trata de un tipo de placa con las

mismas caracteristicas que las que muestra un individuo sin manchas.

La remocién de la placa “normal” ya adherida se realiza por medio del uso de
ultrasonidos durante una profilaxis profesional en consulta, y esta placa es, si cabe,
bastante mas dificil de remover, a menos que la luz hubiese actuado “cortando” la
placa, separandola del esmalte, como se haria durante la escision de lesiones cariosas
con laser, lo que explicaria la desmineralizacion del tejido adamantino en
determinados puntos y la remocion de las pigmentaciones “por partes”, es decir, en
las distintas areas de actuacion (las bacterias causantes de las manchas forman parte
de una comunidad microbiana que se encuentra repartida por toda la cavidad oral, no

solamente estdn en una unica localizacion).
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Lo que si que hallamos totalmente inadecuado es la remocion de las pigmentaciones
restantes tras cada sesion con curetas Gracey porque, al mismo tiempo, se produce la
eliminacion de hidroxiapatita del esmalte’’. Esta metodologia resulta mucho maés
agresiva que la aplicada por nosotros, ya que nos limitamos a practicas no mecanicas

y no dafinas para las estructuras orales duras.

No hay que olvidar, empero, la desaparicion de la pigmentacion de forma espontanea
en individuos jovenes que alcanzan la pubertad sin que se lleguen a conocer de

verdad los motivos del caso®.

En cualquier caso, pensamos que es necesario que se introduzcan nuevas lineas de
investigacion en este campo que ayuden a dilucidar el mejor mecanismo para
eliminar esta pigmentacion. Quiza en un futuro no muy lejano a esta poblacion de
individuos afectados por las manchas se le pueda ofrecer un tratamiento alternativo

que obvie las profilaxis de repeticion y ayude a mejorar su autoestima.

8.2.2. CAMBIOS PRODUCIDOS EN LA PRESENCIA/AUSENCIA DE

BACTERIAS ANTES Y TRAS LA TERAPIA FOTODINAMICA

Tal y como apuntaban los primeros estudios sobre la composicion quimica y
bacteriana de las pigmentaciones extrinsecas negras, la composicion de la placa
dental negra presenta muchas similitudes con la placa bacteriana normal. En su
estructura bien diferenciada se observan 2 capas, una externa, con Nnumerosos
microorganismos filamentosos dispuestos de forma perpendicular a la superficie del
esmalte, con aspecto de placa madura. En la interna se aprecia mejor la coloracion
del deposito, entre amarillo a marrén, también con multitud de microorganismos
filamentosos dispuestos de igual modo de forma perpendicular a la superficie del
diente’’. Mediante el microscopio de transmision de electrones, Theilade y Pang’
pudieron concretar que se aprecian mayormente en estas tinciones cadenas de

bacterias gram-positivas y filamentos gram-positivos.
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Con el paso de los afos, gracias a la evolucion de la tecnologia, se ha podido
averiguar la “identidad” de estos microorganismos constituyentes de la placa dental
negra, aunque sigue sin saberse con certeza cual o cudles son los responsables
directos de tan caracteristica pigmentacion, aunque bien podrian ser una combinacion

de ellos.

En general, es menor la variabilidad en la comunidad microbiana en nifios con
manchas negras, tanto a nivel de las mismas como en la saliva®®. Mediante la técnica
de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se halla que la bacteria
A. actinomycetemcomitans estd implicada en el 70% de los casos, por lo cual se
considera responsable de la pigmentacion®. Estos resultados no coinciden con los
resultados de la presente tesis, puesto que este microorganismo solo estaba presente
en el 9,7% de los casos. Otros autores tampoco encuentran cifras importantes en el
recuento de A. actinomycetemcomitans, al cual consideran responsable en parte del

deposito de la tincion®!:8487,

Entre otras especies pigmentadoras analizadas en la tincion extrinseca negra, los
niveles de P. intermedia y P. nigrescens no son significativos®'8%%°_ Sin embargo, en
otro estudio, la bacteria mas frecuentemente observada en sujetos con manchas es

P. nigrescens (30,7%), seguido de P. intermedia (3,8%)".

Con respecto al caso de P. gingivalis, este microorganismo fue detectado en el
29,03% de los pacientes de nuestro estudio. Una cantidad similar (34%) es la que
reportan en un estudio®!, en este caso casi el doble de individuos con respecto al
grupo control (17%). Por el contrario, otros autores no encuentran esta bacteria®?,
mientras que pequefios son los porcentajes encontrados para Porphyromonas spp.

(0,97%) por Garcia®.
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Aparte de estas bacterias, al mismo tiempo se ha podido constatar la presencia de

S. mutans, aunque sus niveles no son de especial relevancia’

. Ademas, hay
A. naeslundii, F. nucleatum, Lactobacillus spp., S. sobrinus, A. oris, V. parvula,
S. sanguinis, Cardiobacterium spp., Haemophilus spp., Corynebacterium spp. y
Treponema spp®**. De igual modo que en nuestros resultados, Tannerella spp. es

detectada con una gran prevalencia en pacientes portadores de las manchas®*.

El tnico estudio realizado en la actualidad que compara la presencia bacteriana en las
pigmentaciones extrinsecas negras antes y después de la realizacion de la terapia
fotodinamica, halla que todos los microorganismos evaluados
(4. actinomycetemcomitans, P. melaninogenica, P. nigrescens, P. gingivalis y
P. intermedia) ven reducidos sus niveles drasticamente (64% vs. 22% de forma
global) a los 3 meses tras el tratamiento, incluso llegando a desaparecer en el ultimo

caso®?.

No obstante, hay que tener en cuenta que estos autores emplean como agente
fotosensitizador una solucién de azul de toluidina. Esto contradice los resultados de
nuestra investigacion, ya que solo la proporcion de
P. gingivalis varia ligeramente (29% vs. 19,4%), mientras que las tasas de
A. actinomycetemcomitans y de T. forsythia no son muy diferentes (9,7% vs. 6,5% y
83,9% vs. 80,6%). Cabria apuntar la posibilidad que esto podria ser debido al éxito

en el protocolo aplicado.

En el caso mencionado®, las muestras fueron tomadas a los 3 meses tras la primera
aplicacion de la terapia fotodindmica, mientras que nosotros las tomamos una vez las
pigmentaciones extrinsecas negras volvieron a adquirir la misma apariencia que
mostraron antes del tratamiento o cuando este proceso se estabilizo, sin llegar a
recuperar el mismo aspecto que tenian antes de la misma. Por otra parte, los menores
de edad y embarazadas se hallaban entre los criterios de exclusion de nuestro estudio,
tal y como aprobé el Comit¢é de FEtica de la Universidad

CEU-Cardenal Herrera.
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Esto se hizo por la sencilla razon de no alterar la microbiota existente en menores ya
que, a pesar que los niveles de S. mutans en individuos con pigmentaciones
extrinsecas negras no son esencialmente distintos de los de una persona sin
manchas’, si que parece claro el efecto protector que ejercerian estas manchas frente
a la caries dental’®!?%123  posiblemente por una menor adherencia de estos
microorganismos a la superficie dental o por el aumento en el numero de

Actinomyces spp®’.

Las bacterias relacionadas con esta pigmentacion podrian contribuir a crear un
ambiente no favorable para las bacterias implicadas en el desarrollo de la caries

126 " Asi, las interacciones

dental, reduciendo su potencial caridbgeno en consecuencia
metabolicas de cooperacion entre las especies harian que F. nucleatum generase
acidos organicos y amoniaco, que ayudaria a crear un pH mas neutro evitando caidas
bruscas del mismo en presencia de carbohidratos fermentables y bacterias acidéfilas,
como el S. mutans. Como resultado, P. gingivalis estaria protegida frente al ataque
167

acido ®’. A la vez, F. nucleatum favoreceria el crecimiento de P. gingivalis gracias a

su capacidad de sobrevivir en ambientes parcialmente oxigenados dentro del biofilm.

Para F. nucleatum no es condicion indispensable la presencia de dioxido de carbono
para su crecimiento, pero para P. gingivalis si. Entonces, el primero satisfaria las
necesidades del segundo, permitiendo su crecimiento a nivel de la placa

supragingival, como en el caso de las pigmentaciones extrinsecas negras'®.

Refiriéndonos a lo anteriormente expuesto, el delicado equilibrio existente en la
microbiota oral podria verse alterado con la aplicacion de la terapia fotodinamica y
los perjuicios provocados podrian ser mayores a los beneficios obtenidos con la

terapia.
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Otros motivos por los cuales pueden existir tantas diferencias en la poblacion
microbiana que compone las tinciones extrinsecas negras podrian deberse a otros
factores tales como la raza, la genética, la dieta, la localizacién geografica donde se

lleven a cabo los estudios al respecto, etc.

Por otra parte, se apunta que, gracias al éxito de la terapia fotodindmica, se produjo
una disminucién de la inflamacion gingival, caracterizada por un enrojecimiento del
margen gingival y sangrado al sondaje. Ellos afirman que el desarrollo de las
bacterias pigmentadoras de negro y las consiguientes pigmentaciones seria debido a

la potencial fuente de nutrientes que constituye el liquido crevicular gingival®.

Sin embargo, consideramos que este tema necesita de futuras investigaciones porque
no todos los individuos con inflamacion gingival desarrollan pigmentaciones o a la
inversa. Més bien creemos que los microorganismos presentes en la cavidad oral de
los individuos portadores de estas manchas, pese a ser ligeramente distintos a los de
la poblacién normal, no siempre son capaces de producir esta pigmentacion. No solo
dependeria de los nutrientes disponibles que estuviesen en el entorno, ya sea de
forma exdgena o enddgena, sino que también se tendrian que dar unas determinadas
circunstancias. De esta forma, podria darse el caso que, en un preciso momento, el
organismo entrara en un estado de “inmunodepresion”, tras el cual se abriria una
“ventana inmunologica” o “de oportunidad” que permitiria el desequilibrio del
ecosistema con la consiguiente produccion de las pigmentaciones por los

microorganismos causantes.
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9. CONCLUSIONES

En resumen, y respondiendo al objetivo principal y especificos planteados en el presente

estudio, podemos establecer las siguientes conclusiones:

No se producen, bajo las condiciones de este estudio, cambios en la reaparicion de las

pigmentaciones extrinsecas negras de origen bacteriano tras la aplicacion de una fuente

de luz de diodos con una longitud de onda de aproximadamente 475 nm en la superficie

bucal de los dientes afectos de esta tincion.

1))

2)

3)

La aplicacion de la terapia fotodindmica bajo las condiciones de este estudio no

altera el intervalo de tiempo en el cual aparecen de forma natural las pigmentaciones

extrinsecas negras. La media de tiempo antes y después del empleo de la terapia

fotodinamica fue el mismo, de 5,2 meses.

La aplicacion de la terapia fotodindmica bajo las condiciones de este estudio no
altera la cantidad de pigmentacion extrinseca negra. Este tratamiento solo es
beneficioso para un 64,5% de los pacientes en el primer mes tras la aplicacion de la
luz, produciéndose un empeoramiento progresivo, es decir, un aumento en la

cantidad de la pigmentacion, a medida que pasa el tiempo.

La aplicacion de la terapia fotodindmica bajo las condiciones de este estudio no
altera el color de las pigmentaciones extrinsecas negras. Si bien en el primer mes
tras la aplicacion de la luz el 22,6% de los pacientes presenta una coloracion mas
clara o marronacea de las tinciones, con el tiempo todos los sujetos son propensos a
mostrar una coloracion negra. Asimismo, ningin paciente en el Tiempo de
Restauracion pasa de tener una coloracion negra a una coloracion mas clara o

marronacea.
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4) La aplicacion de la terapia fotodindmica bajo las condiciones de este estudio no

modifica de forma estadisticamente significativa la presencia/ausencia de

Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Tannerella forsythia y Porphyromonas
gingivalis, es decir, la poblacion bacteriana de estos tres microorganismos no varia
(9,7% vs 6,5% para A. actinomycetemcomitans, 29,03% vs 19,4% para P. gingivalis
y destacando la presencia de 7. forsythia con un 83,9% vs 80,6%).
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11. ANEXOS







PACIENTE:
ANEXO A FECHA:

CLASIFICACION PIGMENTACIONES EXTRINSECAS NEGRAS DE ORIGEN BACTERIANO (Gasparetto y cols.’?)

1) Puntos pigmentados o lineas incompletas paralelas al margen gingival
2) Lineas continuas pigmentadas, fAcilmente observables y limitadas a la mitad del tercio cervical de la superficie dental

3) Pigmentacion que se extiende mas allé del tercio cervical
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ANEXO B

CALCULO DE LA POTENCIA DE LA LAMPARA GLO BRILLIANT

(GLO ™ Science LL.C, New York, America)

Datos disponibles:

e Longitud de onda de la lampara (segiin empresa comercializadora): 475 nm.

e Superficie aproximada de la lampara: 10 cm?.

e Irradiacion: energia empleada = 16 minutos (960 segundos).

e Densidad de iluminancia calculada con el colorimetro Chroma Meter CL-200%

(Konica Minolta Sensing, Inc.; Tokyo, Japan): 151 Lux.

e Irradiancia necesaria para producir 1 Lux a 555 nm (color verde): 1,464 mW/m?.

1,7106 mW/m?

2

10000 cm?

0,0002583 W
Potencia global

1 Lux (475nm) =  555am 1,464 mW/m?
475 pd m?
151 Lux 1,7106 mW 258,3 mW
X = * -5 2
m m
0,02583 mW/cm?
Potencia
0,02583 mW % 10 cm? = 0,2583 mW
o
Energia: 0,0002583 W #8 960 seg = 10,2479 J
Energia = 02479) = 0,02479 J/cm?
Superficie 10 cm?
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