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Introduccion

1. INTRODUCCION

El conocimiento de la flora microbiana presente en las distintas patologias
periodontales, ha permitido identificar a los microorganismos como agentes
etiologicos que de manera general se asocian a la incidencia y prevalencia de la
gingivitis y periodontitis. No obstante, existen diversos factores de indole personal y
aquellos intrinsecos que caracterizan a un grupo poblacional, tales como los habitos
de higiene, asi como los factores modificadores, la respuesta inmune y el genotipo,
que hacen necesario ampliar dicho conocimiento con relacion a la mayor o menor
incidencia de determinadas especies bacterianas periodontopatdgenas o bien sobre
las células y las moléculas asociadas a la respuesta inmune; para cada patologia

periodontal por grupo poblacional.

Aln en la época actual, la identificacion de la flora periodontopatégena por
paciente y grupo poblacional, ha representado un recurso para profundizar en el
conocimiento de los factores etioldgicos que predisponen el desarrollo de la
gingivitis y la periodontitis en cada grupo poblacional, y un medio de apoyo para
establecer con mayor precision el tratamiento clinico y farmacoldgico para cada
paciente. Asi pues, queda mucho por hacer en los distintos paises, con relacién a la
utilizacion de estos conocimientos como una fuente de informacion para establecer
programas y campafias profilacticas de salud bucal y se cuestiona ain por razones de

coste, su beneficio en los tratamientos individuales.

Por otra parte, una alternativa para el diagnostico y el seguimiento de los
tratamientos periodontales que todavia es relativamente incipiente su desarrollo, la
constituye la busqueda e identificacion de marcadores inmunolégicos involucrados
en la enfermedad periodontal; lo cual se puede realizar mediante el anélisis del fluido
gingival crevicular (FGC), en el que la determinacion de los niveles de concentracion
de la interleuquina 1 beta (IL-1B), permitira relacionar el nivel de la respuesta
inmunoldgica del huésped hacia los microorganismos responsables del dafio tisular y
las consecuencias de esta respuesta en los tejidos y servird como un marcador

prondstico de periodontitis.
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Al reconocer que aun son pocos los estudios realizados con relacién a la
identificacion de la flora microbiana y la respuesta inmunoldgica en la gingivitis y
periodontitis en poblacion mexicana, se planted esta investigacion con el proposito
de contribuir al conocimiento de la flora microbiana que prevalece en esta poblacién
y mas aun, la respuesta inmunoldgica del hospedador ante la presencia de esa
microbiota en las fases inicial, postratamiento y de mantenimiento en una terapia
periodontal no quirurgica, utilizando la cuantificacion de la IL-1B en el FGC como

marcador inmunoldgico.

El presente estudio se realiz6 durante un afio, con una muestra de poblacion
semi-urbana que acude a dos de las cuatro clinicas estomatoldgicas de la Unidad
Xochimilco de la Universidad Autbnoma Metropolitana, ubicadas en la periferia del

area metropolitana de la ciudad de México, Distrito Federal.

1.1. ENFERMEDADES PERIODONTALES
1.1.1. GINGIVITIS

La gingivitis es una entidad patoldgica de tipo infeccioso que se caracteriza
por la existencia de colonizacion bacteriana del aparato de insercion, la cual
desencadena cambios de tipo inflamatorio. (Pihlstrom y col. 2005). Esta
colonizacion es a través de una biopelicula que esta constituida por glicoproteinas

salivales.

Las bacterias Gram-positivas de la saliva expresan adhesinas que se unen
selectivamente a la pelicula y median la colonizacion y crecimiento de la placa
supragingival; en pocos dias se observa la colonizacion de especies Gram-negativas
que se unen a las bacterias Gram-positivas mediante receptores especificos,
conformando asi una biopelicula firme sobre la superficie del diente a nivel del
margen gingival, lo cual provoca una respuesta inflamatoria aguda en la encia. (Page
1998, Liébana y col. 2004)

En términos generales, la inflamacién se define como una respuesta inicial de
proteccién localizada que es provocada por un dafio o destruccion del tejido y tiene
la finalidad de disminuir o eliminar al agente nocivo; provocando una reaccion

celular o vascular de los tejidos dafiados. Entre los procesos mas comunes que
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concurren con inflamacion de los tejidos de soporte periodontal, estan la gingivitis y
la periodontitis. (Albandar y col. 1998)

Las caracteristicas de la gingivitis inducida por la biopelicula son (Mariotti
1999):

1. Una biopelicula presente en el margen gingival.

2. Laenfermedad comienza en el margen gingival.

3. Cambios en el color de la encia.

4. Cambios en la temperatura del surco gingival.

5. Aumento del exudado gingival.

6. Sangrado ante un estimulo y espontéaneo.

7. Ausencia de pérdida de insercion.

8. Ausencia de pérdida dsea.

9. Modificaciones histoldgicas que involucran lesion inflamatoria.

10. Es reversible cuando se elimina la biopelicula.

El sangrado gingival y la pérdida de insercion generalmente son procesos
indoloros e ignorados por el paciente, de modo que éste se da cuenta del problema
cuando ya existen bolsas que miden alrededor de 4 mm de profundidad.

La gingivitis puede representar un estado inicial de la historia natural de la
periodontitis; sin embargo, también puede estar separada de esta entidad, de manera

que algunos pacientes no progresan a periodontitis. (Matthews 2000)

Por otra parte, cabe mencionar que la gingivitis se caracteriza por ser
reversible al tratamiento, no asi la periodontitis. (Albandar y col. 2002, Espejel y
col. 2002)

1.1.2. PERIODONTITIS

La enfermedad periodontal destructiva, también llamada periodontitis, se
define como el proceso inflamatorio que se presenta en el tejido alrededor del diente

en respuesta a la acumulacion bacteriana especifica en el mismo. Esta situacion
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ocurre cuando se permite que la microbiota crezca y, si no se interrumpe su
desarrollo, la biopelicula alcanza el nicho subgingival y de ese modo, varias bacterias
especificas y sus productos, asi como algunos de sus componentes celulares tales
como los lipopolisacaridos (LPS), actian como antigenos, desencadenando
procesos inflamatorios e inmunoldgicos a los que se suman las enzimas liberadas por
activacion de distintos mecanismos tisulares, dando como resultado la destruccion
del tejido gingival y del hueso. (Genco 1992, Socransky y col. 1998, Page 1998, Eley
1998, Figueredo y col. 1999, Engebretson y col. 1999)

Esta respuesta inflamatoria que inicia en el tejido gingival y que
posteriormente se extiende a la insercion epitelial, a las fibras gingivales, al
ligamento periodontal y al hueso alveolar; provoca una pérdida progresiva de estos
tejidos de soporte con una profundizacion del surco entre el diente y la superficie
epitelial, para formar asi lo que se conoce como bolsa periodontal, la cual, si no es
atendida, hace que la exfoliacion del diente sea inevitable. (Socransky y col. 1998,
Tanner y col. 1998, Haffajee y col. 1998, Asman y col.1997, Slots y col. 1992,
Loesche y col. 2001, Armitage 2004)

Debido al impacto que los cambios de tipo inflamatorio producen en los
tejidos de soporte periodontal, es que se ha considerado importante profundizar en
este documento sobre las bases conceptuales de la inflamacion, para de esta manera
lograr un mejor entendimiento del proceso de la enfermedad periodontal, asi como de

los efectos que puede tener el tratamiento adecuado de la misma.

La periodontitis, tal y como se sefialé con anterioridad, se diferencia de la
gingivitis porque la inflamacién de los tejidos de soporte del diente produce cambios
destructivos progresivos que suelen conducir a la pérdida del hueso y del ligamento
periodontal. Esto Gltimo ocurre por una extension del proceso inmuno-inflamatorio

desde la encia al hueso adyacente y al ligamento. (Loesche y col.2001)

En la periodontitis la alteracién de la insercién epitelial da lugar a una
profundidad de surco gingival que puede extenderse desde 4 mm hasta 12 mm y en
tal caso se le llama bolsa periodontal, la cual, dependiendo de su profundidad y
extension, puede tener de 10" a 10° unidades formadoras de colonias por miligramo
(UCF/mg). (Socransky y col. 1991, Loesche y col. 2001)
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De acuerdo a Lindhe y col. (2005), las caracteristicas de la periodontitis

crénica son:

1. Tiene mayor prevalencia en los adultos, pero también puede hallarse en

nifios y adolescentes.

2. La composicion de la biopelicula subgingival es compleja y varia de un
hospedador a otro, siendo el célculo subgingival un hallazgo comun.

3. La magnitud de la destruccién del periodonto es proporcional a los
niveles de la biopelicula subgingival, asi como a la existencia de factores
modificadores locales y sistémicos, entre ellos: tabaquismo, estres,
diabetes, VIH y capacidades intrinsecas del sistema inmunoldgico del

hospedador.

4. Puede clasificarse como localizada cuando estan afectados en promedio el

30% de los dientes, y generalizada cuando se excede este nivel.

5. A pesar de que es iniciada y sustentada por la biopelicula sugingival, los
factores del hospedador influyen en la patogenia y en la progresion de la

enfermedad.

6. La progresion sélo puede confirmarse por examenes clinicos repetidos y
se considera probable que ocurra en sitios enfermos que hayan quedado

sin tratamiento.

7. La extension y la severidad de la destruccién periodontal pueden

asimismo servir para una clasificacion adicional o mas amplia.

1.2.  CLASIFICACION DE LA ENFERMEDAD PERIODONTAL.

En el afio de 1999, después de las reuniones de trabajo que agruparon a
especialistas, la Academia Americana de Periodoncia recomendd un proyecto de
clasificacion de la enfermedad periodontal (ver cuadro A), el cual contiene la
clasificacion de las enfermedades periodontales, que incluye tanto a gingivitis como

a periodontitis.

Las enfermedades gingivales son aquellas formas inducidas por la biopelicula

dental en las que su expresion clinica puede ser sustancialmente modificada por: 1)
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factores sistémicos, 2) medicacion, 3) malnutricién y 4) las lesiones gingivales que
no estan asociadas de manera primaria con la biopelicula dental, pero que abarcan un

amplio rango de desordenes que afectan a la encia.

Respecto a las cuatro formas primarias de periodontitis se presentan en el
cuadro A, son: 1) periodontitis cronica, 2) periodontitis agresiva, 3) periodontitis
como una manifestacion de enfermedades sistémicas y 4) enfermedad periodontal
necrotizante. (Armitage 1999, Wiebe y col. 2000)

La periodontitis cronica y la agresiva son las dos formas mas comunes de
enfermedad periodontal y a su vez fueron subdivididas, de acuerdo a los dientes

involucrados, en generalizada y localizada.

En esta clasificacion, la periodontitis refractaria fue eliminada como una
categoria patologica separada, sin embargo, se consider6 que la designacién
refractaria, puede ser aplicada para todas las formas de periodontitis en este nuevo
esquema de clasificacion y se emplearia para aquellos casos en los que no existe una
respuesta del paciente al tratamiento, de ese modo y en ese caso, se designaria por
ejemplo: periodontitis crénica refractaria o periodontitis agresiva refractaria.
(Armitage 1999, Loesche y col.2001)

Algunos epidemidlogos han definido a las formas moderadas de periodontitis
del adulto como la presencia de uno o mas dientes con una bolsa de profundidad > 4
mm, sin tener dientes con bolsas > 6 mm, y a las formas avanzadas las han
identificado con la presencia de uno 0 mas dientes con una bolsa cuya profundidad es
> 6 mm. Otros han relacionado la pérdida de insercion de un diente > 3 mm, como

una pérdida de insercién significativa.

Con relacién a la prevalencia de la periodontitis individual, ésta ha sido
notificada asi, cuando una o mas zonas de un diente o varios de éstos presentan
evidencia de enfermedad, y en cuanto a la interpretacion de la extensiéon del
padecimiento, se le describe por el nimero o el porcentaje de dientes enfermos; de
este modo, la periodontitis sera localizada cuando el porcentaje de dientes
involucrados sea < 30, y se considera generalizada cuando el valor sea > 30. En
cuanto a la severidad de la enfermedad periodontal, ésta se determina con base a la
pérdida de insercion: leve, 1 — 2 mm; moderada, 3 — 4 mm y severa, > 5 mm.
(Armitage 1999)
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Cuadro A. Clasificacion de la Enfermedad Periodontal*, recomendada por
Academia Americana de Periodoncia. Gingivitis.

ENFERMEDADES GINGIVALES

A. ENFERMEDAD GINGIVAL INDUCIDA POR PLACA
| Gingivitis asociada Unicamente a placa
a. Sin otros factores contribuyentes locales
b. Con otros factores contribuyentes locales

B. LESIONES GINGIVALES NO INDUCIDAS POR PLACA
|. Enfermedad gingival de origen bacteriano especifico
a. Lesiones asociadas a Neisseria gonorrea
b. Lesiones asociadas a Treponema pallidum
c. Lesiones asociadas a Streptococcus sp.
d. Lesiones asociadas a otras especies

Il. Enfermedades gingivales modificadas por factores
sistémicos
a. Asociadas al sistema endocrino
a.1. Gingivitis asociada a la pubertad
a.2. Gingivitis asociada al ciclo menstrual
a.3.1. Gingivitis asociada al embarazo
a.3.2. Granuloma piogénico asociado al embarazo
a.4. Gingivitis asociada a diabetes mellitus
b. Asociadas a discrasias sanguineas
b.1. Gingivitis asociada a leucemia
b.2. Otras

Il. Enfermedad gingival de origen viral
a. Infecciones por herpes virus
a.1. Gingivoestomatitis herpética primaria
a.2. Herpes oral recurrente
a.3. Infecciones por varicela-zoster
b. Ofras

lll. Enfermedades gingivales modificadas por medicamentos
a. Enfermedades gingivales influidas por farmacos
a.1. Hiperplasia gingival influida por farmacos
a. 2. Gingivitis influida por farmacos
a.2.1. Gingivitis asociadaa anticonceptivos orales
a.2.2. Otras

lIl. Enfermedades gingivales de origen flingico
a. Infecciones por especies de Candida
a.1. Candidiasis gingival generalizada
b. Eritema gingival lineal
¢. Histoplasmosis
d. Otras

IV. Enfermedades gingivales modificadas por malnutricion
a. Gingivitis por deficiencia de acido ascorbico
b.  Otras

IV. Lesiones gingivales de origen genético
a. Fibromatosis gingival hereditaria
b. Ofras

V. Manifestaciones gingivales de condiciones sistémicas
a. Desordenes mucocutaneos
a.1. Liquen plano
a.2. Penfigo
a.3. Penfigo vulgaris
a.4. Eritema multiforme
a.5. Lupus eritematoso
a.6. Inducidas por farmacos
a.7. Otros
b. Reacciones alérgicas
b.1. A materiales de restauracion dental
b.1.1. Mercurio
b.1.2. Niquel
b.1.3. Acrilico
b.1.4. Otros
b.2. Reacciones atribuibles a:
b.2.1. Dentrificos y pastas dentales
b.2.2. Enjliagues bucales
b.2.3. Aditivos de goma de mascar
b.2.4. Alimentos y aditivos
b.3. Otros

VI. Lesiones traumaticas (iatrogenias, accidentes)
a.  Porsustancias quimicas
b.  Por golpes o alguna accion fisica
c.  Porquemaduras

VII. Reacciones a cuerpos extrafios

VIII. Otras causas no especificas (NOS)

*Cfr. Armitage G.C. (1999). Development of a classification system for periodontal diseases and

conditions. Ann. Periodontol, 4 (1): 1-6.
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Cuadro A. Continuacion. Clasificacion de la Enfermedad Periodontal*, recomendada
por la Academia Americana de Periodoncia. Periodontitis.

PERIODONTITIS

Periodontitis cronicat
a. Localizada
b. Generalizada

Periodontitis agresivat
a. Localizada
b. Generalizada

Periodontitis como manifestacion de enfermedades
sistémicas
a. Asociadas a desordenes hematologicos
a.1. Neutropenia adquirida
a.2. Leucemia
a.3. Otras
b. Asociadas a desordenes genéticos
b.1. Neutropenia familiar y ciclica
b.2. Sindrome de Down
b.3. Sindromes de deficiencia de adhesion
leucocitaria
b.4. Sindrome Papillo-Lefévre
b.5. Sindrome Chediak-Higashi
b.6. Sindromes de Histocitosis
b.7. Enfermedad por acumulacién de glicogeno
b.8. Agranulocitosis genética infantil
b.9. Sindrome de Cohen
b.10. Sindrome Ehlers-Danlos (Tipos IV y VIII)
b.11. Hipofosfatasia
b.12. Otras
c. Ofras no especificadas (NOS)

IV. Enfermedad periodontal necrotizante
a. Gingivitis ulcerativa necrotizante (NUG)
b. Periodontitis ulcerativa necrotizante (NUP)
V. Abscesos en el periodonto
a. Absceso gingival
b. Absceso periodontal
c. Absceso pericoronal
VI. Periodontitis asociada a lesiones endodonticas
a. Lesiones combinadas periodonto-endodonto
VII. Condiciones y deformidades adquiridas o desarrolladas
a.  Periodontitis o enfermedad gingival localizada
inducida por placa y a factores relacionados con el
diente
a.1. Factores anatomicos de los dientes
a.2. Restauraciones / accesorios dentales
a.3. Fracturas de la raiz
a.4. Resorcion cervical de la raiz y fracturas del
cemento
b.  Condiciones alrededor del diente y deformidades
mucogingivales
b.1. Recesion de tejido blando / gingival
b.1.1. Superficies facial o lingual
b.1.2. Regidn interproximal (papilar)
c.  Pérdida de encia queratinizada
d.  Reduccién de la profundidad vestibular
e.  Anomalia en el frenillo o posicion muscular
f.  Exceso de encia
f.1. Pseudobolsa
f.2. Margen gingival inconsistente
f.3. Exposicion gingival excesiva
f.4. Alargamiento gingival
g.  Coloracién anormal
VIIl. Deformaciones mucogingivales y condiciones sobre
espacios edéntulos
a.  Deficiencia espacial vertical u horizontal
b.  Pérdida de tejido gingival / queratinizado
c.  Alargamiento de tejido blando / gingival
d.  Anomalia en el frenillo o posicion muscular
e.  Reduccion de la profundidad vestibular
f.  Coloracién anormal
IX.  Trauma oclusal

a.  Traumatismo oclusal primario
b.  Traumatismo oclusal secundario

+ Esta clasificacion puede ser méas especifica con relacion a su extension y severidad (ver texto).
*Cfr. Armitage G.C. (1999). Development of a classification system for periodontal diseases and
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1.3. PREVALENCIA Y PROGRESION.

La prevalencia de la periodontitis ha cambiado radicalmente en los ultimos
cuarenta afos, ésta se incrementa con la edad y como cada vez la gente vive mas, al
igual que retiene més dientes por mayor tiempo, es de esperar que el nimero de
personas que desarrolle la enfermedad periodontal se vea incrementado en las

préximas décadas.

En estudios epidemiologicos realizados en diferentes entidades de la
Republica Mexicana se pudo observar que la incidencia, la prevalencia y la severidad
de la periodontitis se incrementaba con la edad. Es asi que se ha notificado que
alrededor del 37,0% de las personas con edades entre 20 a 29 afios, se han visto
afectadas con periodontitis moderada y en el grupo poblacional de 30 a 39 afios se
padece un 30,6 % periodontitis severa y un 20,0% periodontitis leve. Con relacién a
la poblacion de 40 a 49 afios ha sido afectada en un 26,5% con periodontitis leve y en
el grupo de 50 a 59 afios se presentaba 26,7% con periodontitis leve y 23,3% con
periodontitis moderada. Las personas entre 60 y 69 afios presentaron 50,0% de
periodontitis leve, 30,0% periodontitis moderada y 20,0 % periodontitis severa.
(Carrillo y col. 2000, Irigoyen y col. 1999).

En dichos estudios se pudo observar también que sélo el 1,1% de la
poblacién mexicana estudiada present6 condiciones de salud periodontal, mientras
que el 74,0% tenian gingivitis y un 24,9% periodontitis de leve a severa. Con
relacion al género, los hombres presentaron mayor prevalencia de gingivitis y

periodontitis que las mujeres.

Por otra parte, con respecto a otras poblaciones, se puede sefialar que las
encuestas nacionales realizadas a adultos estadounidenses a mediados de los afios
ochenta por el National Institute of Dental Research, revelaron que la periodontitis
en las formas de moderada a severa, afectaba del 13,0 al 15,0% de los individuos
entre los 18 y los 65 afios de edad. Asi mismo el 50,0% de la poblacién adulta
manifestd gingivitis en 3 & 4 dientes, y de estos sujetos, un 30,0% presentaron
periodontitis en 3 0 4 dientes, con bolsas que median mas de 4 mm. De los

individuos que presentan periodontitis, de 5,0 a 15,0% padecian la forma avanzada,
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con bolsas que median mas de 6 mm y del 3 al 4% desarrollarian la forma agresiva
de la enfermedad periodontal entre las edades de 14 a 35 afios.

Estos estudios han indicado que aunque no todos los adultos estadounidenses
padecen periodontitis, cerca de dos millones de menores de 35 afios y un promedio
de cuatro millones de personas mayores de 35 afios sufre alguna forma de
enfermedad periodontal y ciento de millones en el mundo estan afectados, lo cual
representa un problema importante de salud en EE.UU vy alrededor del mundo.
(Brown y col. 2000, Page 1998, Loesche y col.2001)

Estudios que consistieron en la observacion de pacientes con periodontitis
moderadamente severa durante un periodo de seis afios, determinaron que después de
dicho periodo solo el 11,0% de los pacientes presentd un mayor deterioro del
periodonto, mientras que el resto de los individuos mostré una pequefia destruccion
periodontal. (Jenkins y col. 1988, Page 1998, Lindhey col. 1983, Lindhe y col. 1989)

También se ha determinado que en la presencia de bolsas periodontales no es
equivalente a periodontitis activa. Sin embargo, utilizando métodos de diagnostico
tradicional es dificil que el periodoncista pueda distinguir entre bolsas periodontales
con enfermedad activa e inactiva; lo Unico que se puede hacer es reconocer la
perspectiva de que el paciente pueda ser incluido entre los grupos de alto riesgo, a
diferencia de aquellos individuos de bajo riesgo, ya que tampoco se tiene un
conocimiento certero de los factores de riesgo que a nivel individual habran de

conducir a la destruccion periodontal. (Ciancio 1996).

No obstante la importancia que ha tenido y tiene para la investigacion de la
enfermedad periodontal, asi como el establecimiento de programas de salud bucal, la
publicacion de los diversos estudios relativos a la prevalencia y la progresion de las
distintas manifestaciones de dicha patologia, es necesario reflexionar en que existen
factores de riesgo del hospedador asociados a sus caracteristicas individuales y de
grupo poblacional, tanto de origen genético como adquirido, que determinan la
susceptibilidad o no a la periodontitis; por lo cual no es posible equiparar de una
manera simple la prevalencia y progresion de la enfermedad periodontal entre
distintas poblaciones. Por lo tanto, se hace necesario recurrir a técnicas de
diagnostico mas actualizadas, ya que las diferencias individuales en la progresion de
la enfermedad suelen ser muy marcadas y con frecuencia no se puede predecir de una

manera convencional su evolucidn. No obstante lo anterior, el conocimiento de que
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existe una asociacion entre la alta concentracion de determinadas citoquinas en el
FGC con el diagnostico clinico de la enfermedad, ha cobrado importancia
diagnostica. (Clarke y col. 1995, Eley 1998, Page 1998, Figueredo y col. 1999,
Loesche y col. 2001, Neely y col. 2001)

De tal forma, se ha demostrado que las citoquinas presentes en el FGC tienen
mayor capacidad diagnostica como marcadores bioguimicos, que los marcadores
microbiologicos (Lamster 1992, Page 1998, Engebretson y col 1999, Mc Devitt y
col. 2000, Papapanou y col. 2001). Por otro lado, a los factores genéticos también se
les ha atribuido una gran influencia en la variabilidad de las medidas clinicas en la
periodontitis, como se observd en estudios realizados con gemelos. (Michalowicz y
col. 1991)

1.4. ETIOLOGIA DE LA ENFERMEDAD PERIODONTAL.

Cuando en un individuo su equilibrio se inclina del estado de salud bucal al
de enfermedad, es porque bacterias especificas de la biopelicula bacteriana aumentan
en numero y producen factores de virulencia que superan el umbral de repuesta del
individuo. La reduccion de la respuesta del hospedador o una hiperactividad en la
respuesta inflamatoria ante una agresion bacteriana, asi como las caracteristicas
propias de cada especie bacteriana son factores claves en el desarrollo de la gingivitis
o0 de la periodontitis y en el proceso de la destruccién periodontal, dentro de todo un
complejo mecanismo de patogénesis multifactorial. (Loe y col. 1965, Loe 1973,
Schroeder y col. 1997, Page 1998, Ximénez- Fyvie y col. 2000a, Loesche y col.2001)

Para entender la biologia de la patogénesis de la periodontitis, es importante
entender el concepto de biopelicula dental y sus caracteristicas (ver cuadro B), que es
una matriz que involucra poblaciones bacterianas adherentes a la superficie del

diente.

La biopelicula subgingival es extraordinariamente persistente y dificil de
eliminar; ésta es bafiada continuamente por el FGC, que es un exudado tisular que se
filtra dentro del area periodontal, por lo que es posible que su crecimiento sea
resultado del proceso inflamatorio, el cual contiene complemento, anticuerpos y
otros sistemas presentes en la sangre, cuya funcion es prevenir y controlar las

infecciones. Cuando ocurre la activacion del complemento, millones de leucocitos
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activos y viables, especialmente neutrofilos, se acumulan en la superficie de la

biopelicula, pero a pesar de esto las bacterias sobreviven y crecen.

Cuadro B. Caracteristicas de la biopelicula dental. (Page 1998)

e Comunidades ecoldgicas de bacterias que permiten el desarrollo y la
sobrevivencia de la comunidad.

e Cooperatividad metabdlica.
e Existencia de un sistema primitivo de circulacion.

e Coexistencia de numerosos microambientes con diferentes valores de pH,
tension de oxigeno y potencial eléctrico.

e Conductas totalmente diferentes a un medio plancténico; hacen 65 nuevas
proteinas; con entrecruzamiento entre ellas.

e Presenta resistencia a las defensas del hospedador y los leucocitos
polimorfonuclerares (PMN) no pueden interactuar con agregados de mas de
cinco bacterias.

e Para su eliminacién se requiere mas de 1500 dosis de antibi6tico comparado
con un cultivo plancténico de bacterias.

Las bacterias Gram-negativas presentes en la biopelicula liberan
constantemente moléculas biolégicamente activas que son particularmente
proinflamatorias o antigénicas, tales como los LPS (endotoxina) y el acido butirico,
que son producidos constantemente y liberados de la biopelicula dental, las cuales
son bioactivas al entrar en contacto con el tejido gingival. A manera de ejemplo, se
puede sefialar que Porphyromona gingivalis y Treponema denticola pueden poseer
proteasas Unicas y éstas pueden degradar moléculas del hospedador creando un
efecto proinflamatorio, y una vez que entran en contacto con el epitelio de la bolsa,
su acceso al tejido conectivo y a la circulacion sistémica es directo; por lo que la
eliminacién fisica de la biopelicula es el camino mas efectivo para interrumpir su
crecimiento. Por esta razon, el raspado y el alisado radicular, constituyen el
componente esencial y central para el éxito de todas las formas de terapia
periodontal. (Page 1998, Eley 1998, Loesche y col. 2001)
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En respuesta a las sustancias bacterianas y a los metabolitos de bajo peso
molecular que se liberan de la biopelicula, las células endoteliales expresan
moléculas de adhesion intercelular tipo 1 (ICAM-1) y selectina E (proteinas
estructurales que unen leucocitos y endotelio), asi como IL-1p, las cuales favorecen
la migracion de los neutrdfilos a traves de los vasos sanguineos hacia el
compartimiento extravascular, para formar asi un infiltrado celular en el epitelio de la
bolsa y generar la respuesta inflamatoria que se conoce clinicamente como gingivitis;
la cual se diferencia de la periodontitis, en que en la primera los linfocitos T (LT)
practicamente estan ausentes. (Schroeder y col. 1997, Kormman y col. 1997(a), Page
1998, Ximénez-Fyvie col. 1998, Lappin y col. 2003)

Si el proceso inflamatorio sefialado no se resuelve, en el sitio aparecen
grandes cantidades de linfocitos T y B, ademas de células plasmaticas y macréfagos,
siendo estos ultimos, junto con los fibroblastos residentes, los responsables del
proceso destructivo caracteristico de la enfermedad periodontal. Por consiguiente, la
respuesta del huésped a la biopelicula bacteriana supragingival sigue un camino
diferente a la subgingival. (Page 1998, Eley 1998, Figueredo y col. 1999, Kroes y
col. 1999, Loesche y col.2001, Gemmelly col 2002(a), Matthews 2000, Philstrom y
col. 2005)

Un paso esencial que contribuye en esta especificidad bacteriana a la
biopelicula es la coagregacion, que es una de las estrategias microbianas potenciales
para la colonizacién. También las adhesinas salivales juegan un papel estructural al
estar en la superficie de los dientes asociadas con los apéndices fibrilares de las
bacterias, y la adherencia de bacteria a bacteria se da por medio de un puente celular
con moléculas multivalentes, tales como: mucinas salivales, glucoproteinas
aglutinantes y glucanos. Asi pues, parte del desarrollo de la biopelicula dental
depende de la variedad en la funcién de estas sustancias. (Page 1998, Rosan y col
2000).

Cabe sefalar por otra parte, que debido a que en la iniciacion y progresion de
la enfermedad periodontal participa mas de una bacteria, los postulados de Koch
pueden ser adaptados a esta enfermedad para ser expresados de acuerdo a la
propuesta de Socransky (1994 a), que se resume en el cuadro C.

De acuerdo a esos criterios, las bacterias que estan asociadas directamente

con la etiologia de la periodontitis son: Aggregatibacter actinomycetemcomitans
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(Aa), Porphyromonas gingivalis (Pg) y Tannerella forsythia (Tf). Estas bacterias son
consideradas asimismo por van Winkelhoff, como exdgenas. (Socranskyy col.
1994b, Hafajee y col. 1994, Nisengard y col.1998, Noguerol y col. 2002).

Cuadro C. Criterios de Socransky

1. El incremento del nimero de las especies patogenas anaerobias y
facultativas en el periodonto, es causa de sitios enfermos en éste.

2. La eliminacion de las bacterias periodontopatogenas conlleva interrupcion
de la enfermedad.

3. Dependiendo el agente etioldgico que cause la enfermedad periodontal, es
el tipo de respuesta inmunoldgica (celular o humoral).

4. La inoculacion experimental del agente en el surco gingival de un animal,
induce la produccion de caracteristicas de la enfermedad que se manifiesta
de manera natural.

5. Los microorganismos aislados deben tener factores de virulencia que
justifiquen la iniciacién y progresion de la periodontitis.

6. Andlisis de riesgo.

Diferentes estudios han demostrado que la biopelicula bacteriana esta
dividida en dos tipos de acuerdo a su localizacion respecto al margen gingival: la
supragingival y la subgingival. Los datos disponibles sugieren que especies
bacterianas similares pueden ser encontradas tanto en la biopelicula supragingival
como en la subgingival de individuos con periodonto sano asi como con

periodontitis, variando la proporcion de estas. (Ximénez-Fyvie y col. 2000 b)

La biopelicula supragingival es dominada por especies de Streptococcus sp.,
Actinomyces sp., Capnocytophaga sp., Veillonella parvula, Leptotrichia buccalis,
Selenomonas noxia y Rothia dentocariosa, Neisseria mucosa, Capnocytophafaga
ochracea, Capnocytophaga sputigena, P. gingivalis, T. forsythia, T. denticola,
Fusobacterium sp., Campylobacter rectus (Cr) y A. actinomycetemcomitans; siendo
el area dentaria de mayor colonizacion para estas especies. (Ximénez-Fyviey col.
2000 a,b; Almaguer y col. 2005, Tanner y col. 1998, Socransky y col 1998)
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Por su parte, en la biopelicula subgingival predomina la flora de anaerobios
Gram-negativos Yy espiroquetas, tal es el caso de: Prevotella nigrescens, Prevotella
intermedia (Pi), T. forsythia, Fusobacterium sp., Parvimonas micra (Pm),
Eubacterium sp., C.rectus y P gingivalis, T. denticola, A. actinomycetemcomitans,
Treponema Socranskii; donde las superficies de los tejidos blandos orales y de las
superficies radiculares son el mejor habitat para estas especies. (Moore y col. 1983,
Zee y col. 1996, Gmur y col. 1999a), Ximénez-Fyvie y col. 2000b, Liébana y col.
2004, Socransky y col. 1998, Tanner y col. 1998, Haffajee 1998, Dowsett y col.
2002, Ezzo y col. 2003)

Algunos autores como Lindhe y col.(1989), Listgarden y col (1978) y
Ximénez-Fyvie y col (2000a) sugieren que la colonizacion de la biopelicula
supragingival es un fendmeno de transicion, ya que la deteccion frecuente de
patdgenos periodontales potenciales en la biopelicula supragingival tiene importancia
clinica y ecoldgica, debido a que la transmisién de especies de un sujeto a otro es

mas real si las especies se localizan en la placa supragingival.

La placa supragingival puede ser el reservorio principal de especies
bacterianas que a su vez estan asociadas con la profundidad de la bolsa y el sangrado
al sondaje, como: T. sockranskii,, T. forsythia, P. gingivalis (Haffajee y col. 1992,
Haffajee 1998); asimismo, de otras especies como: A. actinomycetemcomitans, C.
rectus, P. intermedia, P nigrescens, T. denticola y Treponema vicentii; las cuales
son consideradas como parte de las bacterias que iniciaran la periodontitis, ya que
desde este reservorio las especies se pueden distribuir a sitios no infectados o
recolonizar sitios subgingivales, los cuales han sido periodontalmente tratados.
(Moore y col. 1994, Riviere y col. 1995, Page 1998, Tanner y col. 1998, Ximénez-
Fyvie y col. 2000a, Ximénez-Fyvie y col. 2000b, Takeuchi y col. 2001, Almaguer y
col. 2005)

Lo anterior también es el resultado de haber observado la formacion de la
biopelicula, en donde se ha visto que durante la colonizacion bacteriana inicial, las
especies de Streptococcus.sp. son predominantes, pero en los siguientes dias (si la
formacion de la biopelicula no es interrumpida), ocurren cambios en la comunidad
bacteriana que se caracterizan por la presencia de Actinomyces sp. y de otro tipo de

bacterias.
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Cuando la placa tiene tres semanas de acumulacion, la flora bacteriana es
muy diversa, existiendo evidencia de 166 especies aisladas. Conforme avanza el
tiempo de acumulacion de la placa, las especies anaerobias como las espiroquetas y
las bacterias pigmentadas de negro, Porphyromonas sp. y Prevotella sp., (Lang 1983,
Riviere 1996) son detectadas en un pequefio nimero, probablemente indicando que
el potencial 6xido-reduccion de la placa disminuye a niveles donde las especies
microaerofilicas pueden aumentar a un nimero predominante. (Syed y col. 1978,
Listgarten 1976, Moore y col. 1982, Loesche 1983, Moore y col. 1984, Loesche
1986, Mariotti 1999, Liébana y col. 2002, Ximénez-Fyvie y col. 2000b)

Si la cantidad de biopelicula se mantiene constante, aquella es asociada a la
gingivitis, sugiriendo que es el tipo de bacteria y no su numero, la que causa la
gingivitis. Si durante la enfermedad el sangrado se hace evidente, significa que en la
biopelicula hay un incremento proporcional de especies como Actinomyces viscosus
y la aparicion de Campylobacter sp. y Prevotella sp. Estas ultimas obtienen sus
requerimientos nutricionales como la hemina y la menadiona del hospedador.
Asimismo, la aparicion de estas especies durante el sangrado sugiere que dichos
nutrientes estan disponibles como resultado de la inflamacion y el sangrado. Esta
reorganizacion proporcional de la flora bacteriana, con un cambio a especies
anaerobias Gram-negativas, augura el tipo de especies bacterianas que dominara en

la enfermedad periodontal. (Loesche y col. 1978, Loesche y col. 2001)

Para identificar las especies bacterianas estrecha y frecuentemente asociadas
a la enfermedad periodontal, Socransky y col. (1998) utilizaron una reaccion de
hibridacion consistente en el apareamiento de dos cadenas sencillas de é&cidos
nucleicos complementarias entre si (Socransky y col., 1994 b), como medio de
observacién de las similitudes existentes entre el ADN de dos microorganismos
(técnica de “checkerboard” para hibridaciones ADN-ADN); de esa manera,
clasificaron las especies bacterianas vinculadas a los estadios de la enfermedad
periodontal en seis grupos, que incluian: 1) Actinomyces sp, asi como los siguientes
“complejos” bacterianos: 2) “violeta”, 3) “amarillo”, 4) “verde”, 5) “naranja” y 6)
“rojo”. A los 4 primeros grupos se les atribuye la colonizacion inicial de la superficie
dentaria y su crecimiento suele preceder a la multiplicacion predominante de

complejos “rojos” y “naranjas” de organismos Gram-negativos.
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Al complejo “violeta” pertenecen especies de Veillonella péarvula vy
Actinomyces odontolyticus; el complejo “amarillo” agrupa especies del género
Streptococcus. sp,; al complejo “verde” pertenecen especies del género A.
actinomycetemcomitans, Capnocytophaga sp., Eikenella corrodens; el complejo
“paranja” se conforma de subespecies de: Campylobacter gracilis, C. rectus,
Campylobacter showae, Eubacterium nodatum, Fusobacterium. Nucleatum (Fn),
Fusobacterium periodonticum, P. micra, P.intermedia, P.nigrescens y Streptococcus.
constellatus; en tanto que el complejo “rojo” estd constituido por especies
consideradas como los factores etioldgicos mas importantes de las enfermedades
periodontales: T. forsythia, P. gingivalis y T. denticola.

Uno de los factores que influyen en la identificacion de diferentes especies en
el medio subgingival es la profundidad de la bolsa. En la gingivitis la profundidad
del surco alcanza valores de 1 a 3 mm Yy las especies predominantes son: F.
nucleatum, T.Vicentii,  Streptococcus sanguis, Actinomyces naeslundi y P.
intermedia. En la inflamacién gingival se manifiestan: P.intermedia, F.nucleatum
T.vicentii, P.gingivalis, T.denticola, T.forsythia 'y P.micra; en donde el
enrojecimiento gingival y el sangrado al sondaje muestran un recuento mayor de
P.intermedia., F.nucleatum, T.vicentii, y P.gingivalis; mientras que en supuracion

P.gingivalis, T.forsythia y P.intermedia tienen un recuento de UFC mayor.

Por otra parte, cabe sefialar que Moore y Holdeman (1994), realizaron un
estudio bacterioldgico en donde fueron identificadas 500 especies a partir de
muestras de biopelicula subgingival de los siguientes grupos de pacientes: sanos, con
gingivitis, con periodontitis cronica (PC), periodontitis de inicio temprano (PIT),
periodontitis generalizada y periodontitis cronica avanzada; de las cuales 50 fueron
bacterias patdgenas para el periodonto, entre las que se incluyen: F.nucleatum,
Eubacteriumsp. y Espiroquetas sp.; concluyendo que estas especies podrian ser las
responsables de las condiciones clinicas periodontales observadas.

En una investigacion con pacientes mexicanos, Almaguer-Flores y col.
(2005), analizaron muestras de biopelicula subgingival de individuos con
periodontitis cronica y otros periodontalmente sanos, en donde para ambos grupos se
identificd: P.gingivalis, T.fordythia, T.denticola y A.actinomycetemcomitans; sin
embargo, en los sujetos con periodontitis cronica las cuentas promedio fueron

mayores, en tanto que las cepas de Actinomyces se presentaron en mayor proporcion
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en los pacientes periodontalmente sanos. Estos estudios coinciden con los de
Loesche y col. (1985), Moore & Moore (1994) y Ximénez-Fyvie y col. (2000).

También se ha sugerido que (Riviere y col. 1998), bacterias especificas como
T.socranskii y T.denticola tienen una asociacion alta con el desarrollo de gingivitis,
no asi la presencia de C.rectus, E. corrodens) y P.gingivalis. La presencia de los
primeros estuvo asociada con los sitios de salud que progresaron a gingivitis. De tal
forma, esos resultados indican que la presencia de T.denticola y espiroguetas no
identificadas en placa de sitios sanos, se asocia con el incremento de susceptibilidad

a inflamacion gingival.

Cabe sefalar por otra parte, que existen diferentes pruebas bioquimicas que
se realizan a las bacterias anaerobias patdgenas, como son: 1) la prueba de BANA
(que mide la actividad de una enzima proteolitica parecida a la tripsina, que hidroliza
un sustrato incoloro: la benzoil-D,L-arginina-p-naftilamida, para dar origen a un

compuesto coloreado: B-naftilamida) y, 2) la de la -glucoronidasa.

En la biopelicula bacteriana de sujetos con periodontitis cronica asi como en
periodontitis agresiva, las especies que se han encontrado como BANA positivas
son: P.gingivalis, T.forsythia y T.denticola; (Slots 1981, Loesche y col. 1990,
Loesche y col. 1992, Riviere y col. 1995) mientras que en los sitios con un gran
namero de P.gingivalis, P.intermedia T.denticola se han encontrado los niveles méas

altos de actividad de B-glucuronidasa.

Otros estudios en pacientes con periodontitis crénica han mostrado
correlacion significativa entre la actividad de B-glucuronidasa y los niveles de Pg, Pi
y espiroquetas en la biopelicula subgingival. Estos hallazgos sugieren que la
interaccion entre la actividad PB-glucuronidasa y la biopelicula subgingival son
similares, tanto en los casos de periodontitis cronica, como en los de periodontitis de
inicio temprano, y que en ambos, el hospedador est4 respondiendo a una infeccion
anaerobia involucrando primariamente a las especies: T.d,enticola, P.gingivalis y
P.intermedia (Albandar y col. 1998)
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1.4.1. Los microorganismos como agentes etioldgicos de la enfermedad.
A) Bacilos Gram-negativos anaerobios Facultativos.
Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

Es una de las bacterias de mayor importancia en la cavidad oral. Es un bacilo
0 cocobacilo no mavil, capnofilico; mide aproximadamente 1,0 a 1,5 x 0,4 a 0,5um.
Crece s6lo o en pares, se desarrolla en atmosfera aerobia con 5 - 10% de CO, y en
medios con sangre o suero; este crecimiento se estimula con bicarbonato sodico al
1% y con hormonas esteroideas. Si el medio contiene sangre, no es hemolitico. Sus
colonias son circulares convexas, transllcidas, brillantes con forma estrella en la

superficie y son dificiles de desprender del agar por su capacidad adherente.

Existen varios medios selectivos para su aislamiento: como el MGB que
contiene sangre de carnero, bacitracina y verde de malaquita; el medio selectivo
TSBV, que contiene agar tripticasa, suero, bacitracina y vancomicina; asi como el
medio conocido como “A”, que es el TSBV conteniendo espiramicina, &cido fusidico

y carbenicilina.

El A.actinomycetemcomitans tiene la capacidad de adherencia de las colonias
y la ausencia de fermentacion de la lactosa son factores diferenciales. Tiene
capacidad fermentativa variable de galactosa, manitol y xilosa.

Esta bacteria también ha sido identificada con tecnologia molecular, mediante
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). (Slots 1981, Sanz y col. 2004) Y
utilizando medio selectivo de bacitracina—vancomicina, esta bacteria se encontré en
una alta prevalencia en pacientes con periodontitis agresiva en comparacion con

aquellos con periodontitis crénica o periodontalmente sanos. (Slots 1982)

El hébitat primario del A.actinomycetemcomitans se desconoce,
principalmente se presenta en el surco gingival de la cavidad bucal, es un patégeno
exogeno de procedencia desconocida y probablemente su transmision sea de forma
directa. Los elementos estructurales para la colonizacion son fimbrias, vesiculas y un
material amorfo extracelular proteico en la superficie bacteriana. Otras bacterias
como S.sanguis, A.viscosus 'y S.uberis inhiben el crecimiento del

A.actinomycetemcomitans.
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No se encuentra comUnmente en sujetos con periodonto sano. Se ha
identificado en la biopelicula bacteriana de 1000: 1 en comparacion a otras bacterias
de la placa, en donde esta implicada en patologias como: periodontitis refractaria,
periodontitis de inicio temprano y periodontitis rapidamente progresiva, periodontitis
cronica, periodontitis agresiva y gingivitis ulcerativa necrosante (Mandell y col.
1981, Slots 1982, Loesche y col. 2001).

Con base a la composicién del polisacarido de su membrana se describen seis
serotipos: a al f; encontrandose en la cavidad oral a,b,,c y f. El serotipo b es el que
con mayor frecuencia produce leucotoxina (LT), que es uno de los principales
factores de virulencia. Es de las pocas bacterias de la placa que pueden invadir el
tejido gingival, ya que los neutréfilos son inhibidos dentro de los tejidos, permitiendo
que el A.actinomycetemcomitans pueda persistir en los tejidos y entrar en el torrente
sanguineo, en donde a su vez se puede instalar; por lo que su presencia resulta en un
elevado titulo de anticuerpos especificos para antigenos lipopolisacaridos, antigenos
carbohidrato-serotipo especificos, antigenos a leucotoxinas en el FGC y en suero.
(Ebersole y col. 1995, Zambon 1988, Loesche y col. 2001)

Como respuesta al medio ambiente, el A.actinomycetemcomitans produce
sustancias que inhiben el crecimiento de otros organismos con productos metabolicos
terminales, enzimas bacterioliticas y bacteriocinas. Su actividad bacteriogénica
también puede contribuir a una regulacién microbiana, asi como a una invasion

microbiana y/o mecanismos de defensa.

El amplio espectro y heterogéneo de bacteriocinas producidas por esta
bacteria ha sido reproducido in vitro de un ecosistema complejo como la biopelicula
dental y existe evidencia de que el delicado equilibrio entre varias especies puede ser
influenciado por la produccion de los factores de virulencia de esta bacteria, como
los descritos en el Cuadro D; las cuales causan alteraciones locales inmunitarias,
activan linfocitos T con actividad supresora o provocan activacion policlonal de
linfocitos B, y tienen capacidad invasiva a traves de la epiteliotoxina, penetrando las
células del epitelio surcular y activando la produccion de procolagenasa por los

fibroblastos.
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Cuadro D. Factores de virulencia de A.actinomycetemcomitans y su accién en el
tejido periodontal.

SUSTANCIA ANTAGONISTA. ACCION FAGOCITARIA.
L eucotoxinas Compuestos secretados al exterior que
inhiben la quimiotaxis leucocitaria.
Receptores superficiales para Fc de Produccion intraleucocitaria de
IgG catalasa y superdxido dismutasa.
Endotoxina Inhibidores celulares de ADN, ARN.

Cfr. Slots 1981, Nisengard 1998. Loesche y col. 2001, Uchida 2001, Liébana y col.
2002, Lima 2002, Davis 2003.

Campylobacter rectus.

Es un bacilo recto, curvado o helicoidal, habitualmente mévil por un flagelo
polar; mide aproximadamente 0,2 a 0,5 um de ancho x 0,5 a 5um de largo. Es
asacarolitico, obtiene su energia a partir de aminoacidos, se desarrolla en un rango de
sensibilidad de oxigeno de microaerofilico a anaerobio estricto (atmosfera del 2 -
5% de oxigeno). Para su respiracion necesita formato o hidrégeno y fumarato o
nitratos como donantes o aceptores de electrones, respectivamente. Su crecimiento
hace suponer que estos compuestos son estimulantes y justifican maltiples relaciones
interbacterianas en la cavidad oral. Se cultivan en medios que tengan sangre,

formato, fumarato y nitratos.

Diferenciacion fenotipica: presenta sensibilidad o resistencia al &cido
nalidixico y la cefalotina, produce &cido sulfidrico, presenta movilidad y es catalasa-
negativo. Por otra parte, la temperatura de 38° C de la bolsa periodontal favorece la

manifestacion de determinados factores de periodontopatogenicidad.

A nivel extrabucal, esta especie se aisla en pocas ocasiones. Su héabitat natural
es el surco gingival y forma parte de la placa que se localiza en esta zona. Esta
relacionada con la gingivitis, progresion de lesiones periodontales, conductos
radiculares con infeccion, abscesos alveolares y granulomas apicales. Dentro del
género Campylobacter es la especie de mayor importancia patogena debido a que su
endotoxina es uno de los estimuladores mas potentes de prostaglandina E2 e IL-1
por parte de las células del hospedador. (Riviere y col. 1996, Nisengard 1998,
Liébanay col. 2002)
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B) Bacterias anaerobias estrictas.
Porphyromonas gingivalis.

Es una bacteria asacarolitica, emplea compuestos nitrogenados como fuente
energética, es sensible a concentraciones mayores de 2 pug/mL de vancomicina, es
capaz de almacenar hierro, acumulandolo superficialmente para metabolizar en
condiciones deficitarias; de ahi el color marrén oscuro o negro de las colonias, por
lo que son llamadas bacterias pigmentadas de negro. Las colonias no son
fluorescentes bajo la luz ultravioleta. Es un bacilo corto que puede parecer un coco

pleomorfico.

Es una bacteria asociada con patologias como gingivitis, pulpitis, abscesos
periodontales y periapicales, pero predominante en la patogénesis de la enfermedad
periodontal; debido a esto Ultimo es considerada una bacteria periodontopatogena. Su
participacién mas importante es con la destruccion y progresion de algunos tipos de
periodontitis. Se aisla del surco gingival, especialmente en lesiones periodontales
avanzadas, asi como de la lengua, amigdalas y saliva. No es considerado como parte
de la microbiota oral normal, sino como un patégeno exdgeno ausente en individuos

Sanos.

Para su aislamiento el medio de cultivo debe incluir vitamina K y de forma
especial, por su dependencia del hierro, hemina o sangre. Para su identificacién se
realizan pruebas de produccién de indol a partir del triptofano y prueba de BANA,

dando origen al compuesto coloreado B-naftilamida.

Estudios realizados con P.gingivalis, respecto a la induccion de mediadores y
la secrecidn de citoquinas por fibroblastos gingivales humanos (FGH), concluyen lo
siguiente: a) las células viables 0 muertas son capaces de inducir varias citogquinas
proinflamatorias como la IL-1 y el factor de necrosis tumoral (TNF), que intervienen
en la reparacion y la destruccion del tejido; b) los FGH responden a la estimulacion
de los LPS, por lo que las colonias se diferencian en la induccién de citoquinas como
es la IL-1 y la expresion de la actividad de la proteasa, como la tripsina que aumenta
los niveles extracelulares de la IL-6 e IL-8; c) la presencia de suero, particularmente
con anticuerpos especificos para P.gingivalis, altera significativamente la produccién
de citoquinas por los FGH, comparado con P.gingivalis en ausencia de suero; d) la

IL-1 actia de manera sinérgica con TNFa en la estimulacion del mensaje de IL-6 y
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la produccién de proteina por FGH. (Fournier 1993, Nisengard 1998, Kent 1999,
Steffen 2000, Bas 2000, Takeuchi 2001, Loesche y col. 2001, Tanaka 2002, Castillo
y co0l.2002, Duncan 2002, Murakami 2002, Davis 2003, Sanz y col. 2004)

Debido a que los factores de virulencia de P.gingivalis juegan el papel mas
importante en el desarrollo de la patogénesis periodontal, éstos se presentan en el
Cuadro E.

Prevotella intermedia.

Es una bacteria moderadamente sacarolitica, es resistente a la vancomicina,
exigente en requerimientos de vitamina K, hemina o sangre. Tiene la capacidad de
producir B-galactosidasa asi como indol a partir del triptofano; tiene una produccién
importante de colagenasas. Por accion de la fosfatasa acida y alcalina causa
destruccidon 6sea, ademas de otros factores de virulencia que se pueden observar en el
Cuadro F.

Su habitat primario es la cavidad oral, se le encuentra en el surco gingival en
una de cada dos personas con salud periodontal y su prevalencia pasa a tres de cada
cuatro en sujetos con afeccién de gingivitis o periodontitis, por lo que se relaciona
con diversas infecciones en donde actia unida a otras bacterias con un caracter
sinérgico, polimicrobiano y mixto de los mismos. Esta bacteria emite fluorescencia y
se le asocia con la inflamacion gingival de moderada a severa, la periodontitis

cronica y la gingivitis Ulcero-necrosante.
Tannerella forsythensis.

Es una bacteria no sacarolitica importante, esta relacionada genéticamente
con Porphyromonas; tiene su héabitat primario en el surco gingival en la biopelicula

subgingival. Se le relaciona con la periodontitis resistente al tratamiento y como
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Cuadro E.  Factores de virulencia de Porphyromonas gingivalis y su accion en el

tejido periodontal.

Factores de virulencia Afeccion periodontal

Capsula Naturaleza polisacarida con accién antifagocitaria
Adherencia celular.

Membrana externa a) Fendmenos de adhesion y congregacion bacteriana,

(P gingivalis/ A actinomycetemcomitans; F nucleatum
A.naeslundii). Colonizacion de células epiteliales y
fibroblastos,formacién y mantenimiento de la
biopelicula subgingival.

b) Endotoxina asociada al lipopolisacarido

¢) Vesiculas superficiales que transportan proteasas o

endotoxinas.

Fimbrias Congregacion y adhesion a superficies epiteliales y
Dentales, actividad de hemaglutinacion.

Enzimas Colagenasa, queratinasa, hemolisinas, fibrolisinas,
hialuronidasa, fosfolipasa, fosfatasa alcalina, cido
fosfatasa y p acido fosfatasa y proteasas.

Proteasas. Enzimas proteoliticas proteasas tioliticas (cisteina)

a) destruccion del ligamento periodontal,tejido conectivo
del diente y reabsorcion osea.

b) Accion hemolitica destruccion de hematies para
obtener hierro.

c) Destruccion de proteinas reguladoras con incremento
de permeabilidad vascular del surco gingival, inflama-
cion y mayor nimero de nutrientes para las bacterias.
Incremento de C5 de efecto quimiotactico importante
para los neutréfilos vaciando enzimas (colagenasa,
elastasas, gelatinasas degradando al tejido conectivo.

d) Destruccion de inmunoglobulinas 1gA1, IgA2 e 1gG

e) Captan hierro de moléculas que contengan transferrina,
lactoferrina o hemoglobina.

f) Activacion de metaloproteasas en la matriz de células
epiteliales que rodean al diente resultando en la
destruccion tisular.

Proteasas caseinoliticas Degradacion del colageno tipo 1y IV, 1gG, fibronectina,
factores del sistema del complemento como C3, C4, C5.

Compuestos Proteicos a) Superoxido dismutasa, resistencia a los radicales
superoxido generado por los leucocito PMN,
b) Exoenzimas contribuyen al dafio tisular :
Hialuronidasa.
fosfatasa alcalina (reabsorcion del hueso alveolar),
condroitin sulfatasa.
c) Exotoxina: epiteliotoxina (penetracidn tisular).

Metabolitos toxicos Aumentan permeabilidad de mucosa oral, producidn indol

Moléculas antibacterianas Bacteriocinas implicadas en las interrelaciones bacterianas
en cavidad bucal.

Gingipainas Degradacion de la adherencia de células epiteliales,

invasion del tejido conectivo periodontal

Cfr. Nisengard 1998, Takeuchi 2001,Tanaka, 2002, Castillo y col. 2002, Liébana y
col. 2004.
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Es de crecimiento lento, estrictamente anaerobio. Las colonias frecuentemente

aparecen como satélites de F.nucleatum y P.gingivalis. Se le asocia junto a las

bacterias de C.rectus y S. noxia con pérdida de insercion (1,5 mm, durante un

monitoreo clinico de 3 a 12 meses). Es dificil de cultivar in vitro, posee la capacidad

de corroer la superficie del agar. Junto con P gingivalis y T.denticola se asocia a

condiciones clinicas de sangrado y profundidad de bolsa.

Cuadro F.  Factores de virulencia de Prevotella intermedia y su accién en los

tejidos periodontales.

FACTOR DE VIRULENCIA

AFECCION PERIODONTAL

Fimbrias, adhesinas,
residuos protéicos
y glucoprotéicos

Intervienen en fenémenos de adhesion
agregacion y congregacion

Accion toxica

Sobre los fibroblastos, actividad fibronilitica,
estimulo de su crecimiento por hormonas esteroideas
(estradiol y progesterona)

Epiteliotoxinas

Lesion del epitelio gingival

Factor Inhibidor de Fibroblastos

Alteracion en la formacion de colageno.

Forma extra oral

Aislado de infecciones pleuropulmonares, sinusales
0 mordiscos humanas.

Aminopeptidasas

Fragmenta las cadenas de colageno.

Fosfolipasas &cidas y alcalinas

Destruccion 6sea alveolar.

Indol, Amonio, Ac. Propibnico,

Irritacion periodontal.

Compuestos volatiles de Sulfuro.

Cfr. Nisengard 1998, Takeuchi 200, Tanaka 2002, Liébana 2002.
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Cuadro G. Factores de virulencia de Tannerella forsythensis y la alteracién que
produce en el tejido periodontal
FACTOR DE VIRULENCIA AFECCION PERIODONTAL
Temperatura (38°C) Transformacidon de surco gingival a bolsa
periodontal. Manifestacion de factores de
periopatogenicidad

Invasion Penetracion directa al tejido conectivo
Enzimas y metabolitos Tripsina positiva (BANA), produce neu-
terminales raminidasa.

Cfr. Tanner 1998, Liébana 2002, Liebana 2004, Nisengard 1998, Sokransky
1998, Lai 1987.

Fusobacterium nucleatum (Fn)

Son bacterias pleomorfas con formas muy variables: huso, globulosas,
redondeadas, finas. Son moderadamente sacaroliticas. Su habitat primario es la
cavidad bucal, especialmente en el surco gingival y ademas se puede aislar del
intestino, vias respiratorias superiores y del aparato genital; por lo que esta
relacionado con infecciones en diferentes érganos y en la cavidad oral se le asocia
con la gingivitis y la periodontitis. Se ha observado que F.nucleatum, P.micra y la
P.gingivalis utilizan la coagregacion para colonizar las superficies de la cavidad
oral, mediante sus estructuras fimbrilares, pudiendo asi invadir diferentes superficies,
como dientes y células epiteliales. Existen ademas otros factores de virulencia para

esta bacteria, tal y como se describe en el Cuadro H.

Cuadro H. Factores de virulencia de Fusobacterium nucleatum y su accién sobre el
tejido periodontal.

FACTOR DE VIRULENCIA AFECCION PERIODONTAL

Endotoxina, leucotoxina Compuestos solubles que inhiben la
quimiotaxis de los neutrofilos

Capacidad de Favorecen los procesos de colonizacién

congregacion y la formacion de la biopelicula.

Acido butirico y amoniaco Téxicos tisulares.

Acido sulfidrico, metilmercaptano Compuestos malolientes (halitosis)

Ambiente Capnofilico Desarrollo de P. gingivalis

Cfr. Liébana y col. 2004, Castillo y col. 2002, Nisengard 1998, Bas y col. 2000.
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Parvimonas micra.

Forma parte de la microflora normal de las cavidades naturales del hombre y
la cavidad oral es considerada el habitat primario de esta bacteria coco anaerobio

Gram-positivo.

Algunos investigadores han reportado la presencia tanto de las colonias con
morfotipo liso como del rugoso de P.micras en la placa subgingival de pacientes
diagnosticados con periodontitis. EI genotipo rugoso tiene estructuras fibrilares como
apéndices, en tanto que el liso no las tiene, y se ha observado un modelo de
congregacion oral entre F.nucleatum y P.micra, tanto liso como rugoso, con
P.gingivalis no encapsulada; lo que es importante para las interacciones especificas
en la colonizacion o la formacién de la biopelicula. Frecuentemente se aisla de
procesos infecciosos supurados que tienen caracter mixto y polimicrobiano: cerebro,
senos pleurapulmonares y peritoneales; asi como en lesiones de caries de dentina,
formas avanzadas de periodontitis, abscesos de origen dental y conductos radiculares
infectados. Tiene gran capacidad de producir enzimas proteoliticas y sus factores de

virulencia se observan en el Cuadro I.

Cuadro I. Factores de virulencia de Parvimonas micra y como afecta al tejido

periodontal.
FACTOR DE VIRULENCIA AFECCION PERIODONTAL
Estructura proteinicas Interacciones especificas entre las colonias
formacion de biopeliculas
Estructuras carbohidrato Interacciones especificas entre las colonias
formacion de biopelipeliculas
Estructuras fibrilares Accion de adherencia.

Cfr. Liébana y col. 2002, Newman 1998, Bas y col. 2000.

Varios estudios han concluido que P.gingivalis y P.intermedia estan
asociados con la severidad de la destruccién de los tejidos periodontales, asi como su
presencia en la biopelicula subgingival y la relacion con la edad del individuo
(aproximadamente entre 30 a 49 afos. (Nisengard 1998, Takeuchi 2001,Castillo y
col. 2002, Tanaka 2002, Liébana y col. 2004)
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C)Bacilos Gram-positivos anaerobios facultativos

Actinomyces

Son bacterias en forma de bacilos Gram-positivos anaerobios facultativos.
Forman parte de la microbiota, son microorganismos pleomorficos: bacilos rectos,
curvados, cocobacilos, con ramificaciones. Pueden aparecer como elementos
aislados, en parejas, cadenas cortas, empalizadas y en cumulos de disposiciones
irregulares que recuerdan los rayos del sol o una red. No son moviles, se adaptan a
crecer en aire con atmoésfera de un 5 - 10% de CO,. Son heterofermentativos. Las
especies orales no producen hemadlisis, salvo algunas cepas de A. odontolyticus, que
son a-hemoliticas con coloraciones gris-blanquecinas, hasta incluso rojizas. Hillman
y col. reportan 12 diferentes especies de 5 géneros: Actinomyces, Streptococcus,
Stafilococcus, Prevotella y Actinobacillus que muestran actividad hemolitica en la
placa subgingival de pacientes con enfermedad periodontal. Aunque la actividad
hemolitica en la enfermedad oral es desconocida, se ha notificado estar elevada en
sitios de enfermedad en la cavidad bucal, atribuyendo ésta a cisteina asociada con
las reacciones de acido sulfidrico (H,S); por lo que es posible que el metabolismo de
compuestos conteniendo sulfhidrilo y agentes responsables de hemolisis tiol-
dependientes, juegan un papel importante en la progresion de la enfermedad
periodontal. (Takada 2003, Liébana y col. 2002, Liébana y col. 2004, Nisengard
1998).

El Actinomyces spp. tiene importancia cuantitativa en la biopelicula dental y
su aislamiento resulta siempre con otras bacterias, por lo que se dificulta establecer
su papel en los procesos patoldgicos. Generalmente todas las especies se aislan en
placa, célculo y surco gingival, asi como de papilas interdentales y criptas
amigdalares. EI A. odontolyticus se relaciona con lesiones de caries y el A. naeslundii
con lesién cariosa radicular y enfermedad periodontal. Todas las especies pueden

intervenir con la génesis de gingivitis inespecifica asociada con caries.

En el Cuadro J se puede observar los factores de virulencia que se

manifiestan in vivo e in Vitro para estas bacterias.
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Cuadro J. Factores de virulencia in vivo e in vitro de Actinomyces ssp. y el dafio que
causa en el tejido periodontal.

FACTORES DE VIRULENCIA IN VIVO

FACTOR DE VIRULENCIA AFECCION PERIODONTAL

Fimbrias estructurales Procesos de adhesion , agregacion y congregacion
“Ureasas y Enzimas elaboradas por

* neuraminidasa. A. naeslundii y A. odontoliticus.

Cristales intracelulares Formacion de calculo, como matriz de depdsitos

mineralizados.

Fructanos Aporte nutricional mas que adherente.

FACTORES DE VIRULENCIA IN VITRO

FACTOR DE VIRULENCIA AFECCION PERIODONTAL
Actividad proteolitica Lesiones de caries.

Productos acido finales Lesiones de caries.

Actividad osteoclastica Reabsorcion Osea

Alteracion funcional fibroblastica Alteracion colagena

Sustancias quimiotacticas para neutr6filos  Inhibicién inmunitaria

* La ureasa conduce a partir de la urea a la produccion de amoniaco que elevaria el pH de las
placas.

* La neuraminidasa, para algunos estreptococos, elimina acido sialico de las glucoproteinas
salivales; el resultado es: a) que quedan expuestos nuevos receptores como es galactosa que
permite la unién bacteriana a los mismos y b) que dichas glucoproteinas no son solubles dando
lugar a su depdsito y degradacion por otras enzimas bacterianas.

Cfr. Nisengard 1998, Liébana 2002, Takada 2003.

1.5. RESPUESTA DEL HOSPEDADOR ANTE LA INFECCION
1.5.1. Inmunidad Innata (Inespecifica, natural)

La inmunidad innata o natural consiste en un conjunto de mecanismos que
nos defienden de los microorganismos y es considerada como la primera linea de
defensa del hospedador. En ella participan las barreras fisicas que les impiden el
acceso al cuerpo del individuo: piel, moco, secreciones y fluidos corporales; vy, si

consiguen acceder, se activan otros mecanismos defensivos destinados a eliminarlos.

En dichos mecanismos participan las células fagociticas y los eosinéfilos de
los tejidos y la sangre, las células “asesinas naturales” (células NK, del inglés

Natural Killer), y varias moléculas solubles como las citoquinas o interleuquinas
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(IL), los interferones (IFN) y el factor de necrosis tumoral, (Medzhitov y col. 2000)
entre otros. (Ver Cuadro K).

Tradicionalmente las respuestas inmunes han sido divididas como inmunidad
innata y adquirida. Las principales diferencias entre ambas respuestas son los
mecanismos Y tipos de receptores usados para el reconocimiento antigénico. En la
inmunidad especifica, los receptores reconocen a los microorganismos infecciosos e
identifican antigenos propios y del medio. Esto es dafino para el hospedador, ya que
la activacion del sistema inmune por tales antigenos puede conducir a enfermedades
autoinmunes y alergias. En cambio, en la inmunidad natural, los receptores
reconocen estructuras altamente conservadas presentes en un gran grupo de
microorganismos. Estas estructuras son designadas patrones moleculares asociados a
patdgenos (PAMPs) y los receptores involucrados en identificarlas son llamados
receptores para reconocimiento del patron. (Medzhitov y col. 2000, Hernandez y col.
2001)

La delimitacidn entre inmunidad innata e inmunidad adquirida no es posible.
Después de la identificacién del microorganismo, las sefiales producidas por la
inmunidad inespecifica controlan aspectos de la inmunidad especifica. Igualmente, la
respuesta adaptativa puede dirigir a la respuesta innata contra agentes infecciosos,
como en el caso de la citotoxicidad celular mediada por anticuerpos. Ambas
respuestas inmunes son reguladas en gran parte por un grupo de proteinas llamadas

interleuquinas o citoquinas.

La respuesta natural o inespecifica no discrimina entre las diferentes
sustancias extrafias y no crea memoria inmunolégica. Aunque la inmunidad innata es
muy eficaz como defensa frente a infecciones y cancer, muchas veces es insuficiente
para eliminar el estimulo antigénico, por lo que el sistema inmune ha desarrollado

otros mecanismos como la inmunidad adquirida o especifica.

Los principales procesos efectores de las respuestas de la inmunidad innata

son la inflamacién y la fagocitosis.
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Cuadro K. Defensa innata del hospedador.

DEFENSAS INNATAS DEL HOSPEDADOR

Barreras
anatémicas

Factores mecanicos

Descamacion de la piel, movimiento de cilios, peristaltismo
gastrointestinal, lavado lagrimal y saliva, efecto de atrapamiento del moco
en vias aéreas y gastrointestinales

Acidos grasos del sudor, lisozima y fosfolipasa de lagrimas, pH bajo en

Factores quimicos sudor  secreciones gastricas, defensinas (péptidos antimicrobianos),
Impiden la invasion opsoninas
y proliferacién de
patégenos
Factores biolégicos | Flora normal
Sistema del Incremento de la permeabilidad vascular, reclutamiento de células
complemento fagociticas, opsonizacion y lisis de microorganismos
Barreras . Incremento de permeabilidad vascular, agente quimitotactico de células
humorales Sistema _d,e fagociticas.
coagulacion

Moléculas solubles
con accion
antimicrobiana y/o
responsables del

Accidn antibacteriana directa (B-lysina actia como detergente catiénico)

Lactoferrinay
transferrina

Captadoras de hierro, nutriente esencial para las bacterias
Limita su crecimiento

proceso
inflamatorio
Interferones Limitan la replicacion viral
Citoquinas Regulan y coordinan actividades celulares
- Células polimorfonucleares reclutadas en el sitio de infeccion responsables
Neutrofilos o . . : -
de la fagocitosis y contribuyen al dafio tisular durante la inflamacion
Barreras . . . . .
celulares Funcién fagocitica capaces de matar microorganismos. Contribuyen a la
Macr6fagos reparacion tisular y actian como célula presentadora de antigeno que se
Responsables  del requiere para la induccion de las respuestas inmunitarias especificas
sistema efector para
la eliminacion de ) . . ) . - .
agentes extraiios o Células asesinas naturales que lisan células infectadas por virus y células
inmunovigilancia Células NK Eumora[es. ”No sor)’ pal.rte’ dp la respuesta inflamatoria. Producen
performas con accion citotoxica .
. Célula efectora en proteccion contra infecciones parasitarias.
Eosindfilos
1.5.1.1. Inflamacion.

Es la forma de manifestarse de muchas enfermedades. Se trata de una

respuesta inespecifica frente a las agresiones del medio, y esta generada por los

agentes

inflamatorios.

Esta

respuesta ocurre

solo en tejidos conectivos

vascularizados y surge con el fin defensivo de aislar y destruir al agente dafiino, asi

como reparar el tejido u 6rgano dafado.
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La inflamacion juega tres papeles esenciales en combatir la infeccion. El
primero es proporcionar moléculas efectoras y células al sitio de infeccidn, asi como
aumentar la muerte de los microorganismos invasores por la linea frontal de
macrofagos. La segunda es proporcionar una barrera fisica en la forma de
microcoagulacion vascular para prevenir la diseminacion de la infeccion en el

sistema sanguineo y la tercera es promover la reparacion del tejido dafiado.

Por las caracteristicas de duracién y celulas que participan, la inflamacién se

clasifica en aguda y cronica.

La inflamacién se inicia como una reaccién aguda la cual evoluciona a una
fase cronica si no se resuelve. La inflamacion aguda es un proceso rapido y
relativamente corto, caracterizado en la exudacién de un fluido y emigraciéon de
leucocitos, inicialmente neutrdfilos; mientras que la inflamacidn crénica se extiende
por un periodo prolongado y se asocia con la infiltracion de linfocitos y macrofagos,
asi como la proliferacion de vasos sanguineos y fibrosis. La inflamacion se termina
cuando el invasor y los mediadores secretados son eliminados, sin embargo, muchos
factores modifican el curso y la apariencia morfologica asi como el patron de

terminacién y duracién de la inflamacion. (Kantarci y col. 2005)

Las etapas fundamentales del proceso inflamatorio son tres:

1) Alteraciones vasculares: son alteraciones hemodinamicas y de la
permeabilidad vascular

2) Cambios celulares: exudacion celular

3) Curacion y reparacion de la lesién

Entre las moléculas responsables de estos procesos se encuentran los
derivados del plasma y los derivados de las células, entre los primeros estan los
activadores del factor XIlI (cininas y factores de coagulacién), los factores del

complemento activados (C3a, C3b y C5a) y las proteinas de fase aguda.

Entre los mediadores derivados de las células se encuentran principalmente
los producidos en los polimorfonucleares (PMN), principalmente los neutrofilos y los
mastocitos (basofilos); que son secretados por desgranulacion o por activacion de los
componentes de membrana. Estos mediadores se clasifican de acuerdo a si estas

moléculas son preformadas o son sintetizadas de novo. En el primer caso se
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encuentran las aminas vasoactivas (histamina, serotonina) y las enzimas lisosomales
presentes en los grénulos, como son: proteasas neutras, hidrolasas, catepsina G,

carboxipeptidasa, superoxido dismutasa y peroxidasa, entre otras.

Una vez que la célula ha sido activada, son sintetizadas diferentes moléculas
como: los metabolitos del &cido araquiddnico (prostaglandinas y leucotrienos), el
factor activador de plaquetas, las citoquinas, las quimioquinas, el 6xido nitrico, los
radicales libres derivados del oxigeno y los neuropéptidos; las cuales participan

como efectores en el proceso inflamatorio.

Tanto los mediadores como los efectores inflamatorios son producidos por un
precursor activado, pero la funcion del mediador es amplificar (atraer y activar mas
precursores), mientras que la funcion del efector es ocasionar directamente la
alteracion del comportamiento de los tejidos involucrados en el proceso inflamatorio.
(Walker 2004)

1.5.1.2. Fagocitosis.

Es el mecanismo béasico que opera en la inflamacién para lograr la
eliminacién o aislamiento del agente perjudicial o del tejido dafiado; consiste en la
unién del microorganismo a la superficie de la célula fagocitica especializada (PMN,

macrofago) y el englobamiento para crear un fagosoma al que se unen lisosomas.

La fusion de los granulos de los fagocitos origina la destruccién del microbio

por los siguientes mecanismos (Rojas-Espinosa y col. 2003, 2004a, 2004b):

a) Mecanismos dependientes del oxigeno: Se activa una ruta metabolica
(hexosa-monofosfato), que consume grandes cantidades de oxigeno; lo
gue a su vez genera radicales toxicos antimicrobianos (como el Oy, H,0O5,
OH", O,%) que a su vez pueden reaccionar para dar otras sustancias toxicas
como hipocloritos y cloruros. Estas sustancias provocan una intensa

halogenacion que afecta a muchas bacterias y virus.

b) Mecanismos dependientes del 6xido nitrico (NO), metabolito sintetizado a
partir de la L-arginina, participa en procesos como regulacion de la

presion arterial, citotoxicidad y comunicacion celular.
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c) Mecanismos independientes del oxigeno: liberaciébn de enzimas
hidroliticas como son lisozima, proteinas catidnicas, proteasas, etc., que

inducen efectos bactericidas o bacteriostaticos.

1.5.2. Inmunidad adquirida (especifica, adaptativa)

La respuesta inmune especifica es un sistema integrado de defensa del
hospedador en el que participan numerosas células y moléculas que actian en

cooperacion, los mas importantes son los linfocitos, los anticuerpos y las citoquinas.

La inmunidad especifica ademas de tener muchos de los mecanismos de la
inmunidad natural para eliminar a los invasores extrafios, ha afiadido dos propiedades

importantes:

1) Es capaz de recordar cada encuentro con el antigeno, de tal manera que los

contactos posteriores desarrollan una respuesta amplificada v,

2) Amplifica los mecanismos protectores de la inmunidad natural haciendo

que estos microorganismos sean eliminados mas facilmente en su lugar de entrada.

A pesar de existir claras diferencias entre los componentes de la inmunidad
natural y los de la especifica, en la mayoria de los casos ambas colaboran entre si

obteniendo una mayor actividad potenciandose unos a otros.

La inmunidad adquirida o adaptativa se diferencia en base a las células y
moléculas que intervienen en: inmunidad humoral e inmunidad celular. La
inmunidad humoral puede ser transferida por medio de plasma o suero, en donde se
encuentran los anticuerpos que son las moléculas efectoras de este tipo de
inmunidad; en contraste, la inmunidad celular se transfiere mediante células de la

sangre, del timo, bazo, ganglios linfaticos, etc.

Las principales caracteristicas de la respuesta inmune adaptativa son la
especificidad y la memoria inmunoldgica. La especificidad se basa en la existencia
de un amplio repertorio de receptores presentes en linfocitos, los que son capaces de
reconocer particularmente regiones moleculares de estructuras propias y ajenas

denominadas genéricamente epitopos o determinantes antigénicos.

La respuesta inmune adaptativa se desarrolla mediante dos mecanismos

fundamentales: a) respuesta inmune humoral, donde los linfocitos B juegan un papel
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preponderante y b) la respuesta inmune celular, donde los linfocitos T son las células

fundamentales.

La respuesta inmune adaptativa se inicia por las células dendriticas (CDs) que

actian como células presentadoras de antigeno (APC) para estimular a células T.

Una vez que las CDs son activadas y presentan los péptidos bacterianos, viajan al

nodulo linfatico més cercano para activar a las células T y se desencadenan las

siguientes fases (Castellanos y col. 2000):

1.

3.

Fase de reconocimiento: Consiste en la union del antigeno extrafio a los
receptores especificos existentes en la membrana de los linfocitos
maduros. Los linfocitos B que median la inmunidad humoral, expresan
moléculas de anticuerpos en su superficie, las cuales se unen a proteinas
extrafias, polisacaridos o lipidos en su forma soluble; los linfocitos T,
responsables de la inmunidad celular expresan los llamados receptores de
la célula T (TCR), que reconocen pequefias secuencias de péptidos
antigénicos uniéndose a las moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC) sobre la célula presentadora de antigeno. Los

primeros en efectuar este reconocimiento son los linfocitos TCDA4.

Fase de activacion: Secuencia de eventos que se producen en los
linfocitos como resultado del reconocimiento antigénico especifico.
Todos los linfocitos experimentan dos cambios fundamentales que son la

proliferacion y la diferenciacion.

Fase efectora: Los linfocitos T diferenciados en células efectoras migran
hacia los sitios de agresion, donde desarrollan sus funciones de
eliminacién de los patdgenos, mientras los linfocitos B las ejecutan en los
propios O&rganos periféricos. Muchas de estas acciones efectoras
promueven la participacion de células no linfoides y de mecanismos de
inmunidad innata, a saber: anticuerpos opsonizantes que favorecen la
fagocitosis por parte de macrofagos y neutréfilos PMN; anticuerpos que
activan el sistema del complemento; inmunoglobulinas E que estimulan la
desgranulacion de mastocitos; citoquinas segregadas por los linfocitos T,

necesarios para estimular la inmunidad natural.
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Para entender las respuestas de la inmunidad celular es importante conocer
que los linfocitos T se clasifican en dos subpoblaciones: los CD4+ o cooperadores y
los CD8+ o citotoxicos. A su vez, los CD4+ se subdividen en TH1 y TH2
dependiendo del patron de citoquinas que secreten; asi, los TH1 secretan IFNy,
TNFp e IL-2, mientras que los TH2 secretan IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13. Los linfocitos

TH1 estan asociados con la respuesta celular, y los TH2 con la respuesta humoral.

Este patron bipolar no es rigido, sino que las células T son potencialmente
productoras de un espectro completo de perfiles de citoquinas (THO), siendo las
células TH1 y TH2 representantes de los perfiles extremos del mismo. Por lo tanto,
hay células TH1 que secretan principalmente IL2 e IFNy y son fundamentales en la
regulacién de la respuesta celular y las células TH2 que secretan fundamentalmente
IL4, IL5 e IL10 y participan en la regulacién de la respuesta humoral. Recientemente
se han descrito a las células TH3/Trl (T reguladoras 1) que producen IL10 y células
productoras del factor de crecimiento en transformacion beta (TGFp). La interaccion
de los linfocitos TH con las células del sistema innato dirige la diferenciacion hacia
un patrén TH1 o TH2.

Los linfocitos T citotoxicos expresan en su superficie la molécula CD8 y son
los responsables de los fendmenos de respuesta inmune de citotoxicidad mediada por
células; este sistema es clave frente a infecciones virales, bacterianas y parasitarias,

asi como frente al crecimiento de células tumorales y rechazo de 6rganos.

1.5.3. Mecanismos de resistencia innata en enfermedades periodontales
A) Proceso inflamatorio.

Cuando la placa supragingival se acumula, se organiza en biocapas, en donde
los patdgenos Gram-negativos anaerobios colonizan y crecen. Asi se produce una
gran respuesta inflamatoria que se manifiesta clinicamente como gingivitis

incipiente.

En individuos susceptibles, las biopeliculas entran al surco gingival y rompen
la union entre la corona y el epitelio de union del diente. Este se convierte en una
bolsa epitelial creando una bolsa periodontal y permitiendo mayor acceso de

sustancias bacterianas al tejido conectivo y a los vasos sanguineos haciéndose mas
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inflamados y permeables. Por este hecho llegan gran numero de neutréfilos
produciendo la respuesta inflamatoria aguda en la bolsa epitelial y se establece

clinicamente como periodontitis.

Los neutrofilos (PMN) son las células inmunes méas abundantes presentes en
el tejido periodontal. La interleuquina 8 (IL-8) es quimioatrayente de neutrofilos, y
hay aumento de sus niveles en células gingivales. Actdan como autoamplificadores
secretando IL-8 y por la liberacion de H,O,. ElI aumento de PMN y de IL-8

contribuyen a la respuesta inflamatoria asi como un aumento del proceso fagocitico.

La destruccion del ligamento de matriz extracelular se debe a las
metaloproteinasas de matriz (MMPs) y la resorcion del hueso alveolar por PGE,,
ambas se producen por los macréfagos y fibroblastos residentes. Sin embargo,
también se producen inhibidores de estas enzimas como las TIMPs. (De Souza y col.
2005)

Se sabe que el debilitamiento del epitelio permite la penetracion de la bacteria
0 sus productos en el tejido conectivo gingival, lo que induce una respuesta del
hospedador. Por lo tanto, la inflamacion presente en la encia superficial representa
una respuesta altamente eficiente del hospedador hacia a bacteria que coloniza el
diente. El control de la penetracion de la bacteria se lleva a cabo por las células
inflamatorias presentes en el tejido superficial conectivo y la perturbacion de este
equilibrio puede llevar al exceso de produccion de IL-1 y/o TNF, con lo que se
enciende una cascada que lleva a la generacion de mediadores inflamatorios
secundarios, el reclutamiento de células cercanas al hueso, la formacion de

osteoclastos y la pérdida de hueso. (Assuma y col. 1998)

Cuando la enfermedad afecta al ligamento periodontal y al hueso alveolar,
aparece la periodontitis cronica (Espejel y col. 2002). Este proceso es el resultado, en
gran medida, de la respuesta del hospedador contra los microorganismos de la
biopelicula mas que a los factores de virulencia propios de los periodontopatdgenos.
(Assuma y col. 1998)

Mientras que se aprecia que los neutrofilos juegan un papel esencial en la
defensa del hospedero, su activacion prolongada y aberrante puede llevar al dafio del

tejido y a secuelas deletéreas observadas en muchas enfermedades cronicas. En este
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sentido, recientemente se ha observado que la periodontitis agresiva localizada es un

ejemplo de destruccidn tisular mediada por neutrofilos.
B) Barrera oxidativa.

Otro mecanismo de defensa del hospedador que se puede contemplar, es la
alta vascularidad del tejido gingival, el cual presenta una barrera oxidativa a la
penetracion de flora anaerobia proveniente de la placa dental. El potencial de
oxigeno (pO,) en bolsas periodontales con una profundidad promedio de 6 mm, es
aproximadamente de 13 a 15 mm de Hg; asi que cuando la bacteria vive en el
ambiente, penetra el tejido gingival y encuentra un tejido con un pO, de 14 a 15 mm
de Hg, por lo que la bacteria no sobrevive.

Mientras ciertas bacterias tales como A.actinomycetemcomitans, P.gingivalis
y las espiroquetas, pueden ser detectadas dentro del tejido, éstas rara vez son capaces

de causar necrosis del tejido.

Las condiciones que causan vasoconstriccion de arteriolas periféricas tales
como fumar y estrés, también son considerados factores de riesgo para la enfermedad
periodontal, probablemente porque la reduccion del flujo sanguineo permite asi
alguna invasion de bacterias anaerobias y éstas sobreviven en los tejidos por ellas
mismas o sus productos activan la colagenasa intersticial. En este sentido la seleccion
de microbios anaerobios en la placa subgingival puede ser beneficiosa para el
hospedador, ya que si las especies facultativas fueran dominantes, la invasion tisular
y la necrosis podrian ser mas comunes. (Bergstrom y col. 1988, Genco y col. 1999,
Loesche y col. 2001, Ling y col. 1993, Ishikawa y col. 1997)

C) Activacion del complemento.

El complemento es una bateria de nueve o mas proteinas, las cuales estan
unidas secuencialmente en cascada por medio de una enzima. La mayoria de los
componentes estan divididos por unidades reconocidas como C1, por la via clésica,
activando las unidades C4, C2, C3, y de la unidad C5 hasta C9. La cascada del
complemento por via clasica es iniciada por la combinacién de inmunoglobulinas

especificas con el antigeno y los primeros componentes del complemento, C1.

El complemento puede ser también activado por la via alterna mediante otros
factores como endotoxinas (lipopolisacaridos, LPS) de las paredes de las células de

bacterias Gram-negativas. El producto final de la cascada es una esterasa, la cual lisa
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la célula de la bacteria. Dos productos intermediarios de la cascada, C3 y C5, se
adhieren a los sitios receptores en las células mastocitos y basofilos. Ellos liberan

histamina y otras sustancias con actividad pro inflamatoria.

Esa liberacion de mediadores incrementa la permeabilidad vascular y en
consecuencia también se presenta la quimiotaxis por leucocitos neutréfilos (PMNSs).
C3 también ayuda a la fagocitosis por la adherencia del antigeno al fagocito a traves

del receptor C3 sobre la superficie de PMNs, monocitos y macrofagos.

Las proteinas del complemento estan presentes en el FGC, lo que explica la
fuerte actividad proinflamatoria en estos sitios. (Eley 1998 Gemmell y col. 1997,
Henderson y col. 1996, Wilson y col. 1996)

D) Citoquinas.

En investigaciones recientes se ha observado la participacién de varias
citoquinas en el periodonto normal y en la patogénesis de las enfermedades
periodontales, ya que estas moléculas tienen un papel crucial en el mantenimiento de
la homeostasis del tejido en un proceso que requiere un balance delicado ente las

actividades anabdlicas y catabdlicas.

Las principales funciones en que las citoquinas participan son: proliferacion,
desarrollo, diferenciacion, homeostasis, regeneracion, reparacion e inflamacion.
(Okada vy col. 1998, Ebersoley y col. 1994, Gemmell y col. 1997, Gemmell y col.
1998, Gemmell y col. 2001, Castrillon y col. 2007)

Las citoquinas son proteinas pequefias o péptidos que regulan la produccién y
activacion de diferentes células efectoras, se producen transitoriamente, son muy
potentes y generalmente actllan a una concentracion baja e interactian con receptores
expresados en numero relativamente bajo. Algunas citoquinas se producen por un
solo tipo celular, sin embargo, otras son producidas por varios tipos de células. Son
pleiotrépicas (multipes actividades) y por lo tanto, la respuesta a una citoquina
depende de su concentracion local, tipo celular y otros reguladores a los que estan

expuestos.

Las citoquinas proinflamatorias IL-1, el TNFa e IFNy son consideradas los
principales mediadores de las enfermedades inflamatorias cronicas, incluyendo la
periodontitis; (Eley 1998, Gemmell y col. 1997, Reynolds y col. 1997, di Giovine y
col. 1996, Dinarello 1994, Offenbacher 1996) y la IL-6, IL-8, la prostaglandina E;
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(PGEy,), la colagenasa y las metaloproteinasas, se consideran también mediadores en
la destruccion periodontal cuando sus niveles son elevados durante los procesos
patolégicos. En cambio, el aumento de citoquinas y moléculas con accion
antiinflamatoria, como son la IL-4, la IL-10 TNFa, la IL-1 y el receptor antagonista

(IL-1ra) y TIMPs, garantizan el periodonto sano. (Sodek 1992)

Los perfiles de citoquinas en tejidos sanos y enfermos se presentan en la
figura 1. La periodontitis es un proceso dinamico ya que las mismas células que
producen citoquinas pro-inflamatorias y MMPs también producen mediadores que
suprimen las respuestas inmuno-inflamatorias como IL-4, IL-10 y TGFf que son
importantes en la regulacion de estas respuestas.

La continuidad de la destruccién en la enfermedad periodontal depende del
balance entre moléculas proinflamatorias como IL-1B, TNFa, IL-6, IL-8, PGE2 y
MMPs que perpettan la respuesta inflamatoria y la destruccion de tejidos y las
molécuas que regulan esta respuesta y reducen los niveles de moléculas destructivas
como TIMPs y reguladoras como IL-4, IL-10, IL-1ra y TGFp, por lo tanto, la
enfermedad periodontal se caracteriza por altos niveles de citoquinas
proinflamatorias y bajos niveles de citoquinas que suprimen la inflamacion, lo

opuesto se observa en el periodonto sano. (Smalley 1994, De Souza y col. 2005)

1.5.4. Participacion Celular en la Respuesta Inmune en las Enfermedades

Periodontales

Histolégicamente la enfermedad periodontal se caracteriza por la
acumulacion de células inflamatorias en los tejidos conectivos, extravasculares de la
encia. La placa subgingival se asocia estrechamente con el inicio y progresion de la
enfermedad. A pesar de la diversidad de presentaciones clinicas de la gingivitis y la
periodontitis se pueden distinguir histolégicamente tres estados: agudo, estable y
progresivas. (Page y col. 1976)

Las lesiones agudas involucran la respuesta inmune innata a la microflora de
la biocapa oral. Las células epiteliales gingivales reconocen a los componentes
bacterianos via receptores y responden produciendo IL-1p y TNFa. Las bacterias y
sus productos penetran a los tejidos subyacentes e interactian con fibroblastos y

células dendriticas. Estas células producen citoquinas proinflamatorias. Se generan
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sefiales inmunes adicionales por la activacion de la via alterna del complemento.
Estos productos bacterianos y las citoquinas proinflamatorias afectan las células
vasculares del endotelio. Las células endoteliales expresan moléculas de adhesién
celular (ICAM y VCAM) que reclutan células inmunes circulantes. La permeabilidad
vascular se incrementa permitiendo la afluencia de células fagociticas y suero al
tejido gingival. Los neutrofilos y macrofagos son atraidos al sitio de infeccidon por
quimiotaxis seguido de un gradiente de proteinas del complemento y productos
bacterianos. (Page 1998, Schroeder y col. 1997, Reynolds y col. 1997, Lappin y col.
2003)

PERIODONTO MEDIADORES DE LA PERIODONTO
SANO INFLAMACION ENFERMO
Niveles MOLECULAS PROINFLAMATORIAS:
IL-18, IL-6, IL-8, TNFa, IFNy, PGE2,
@ MMPs, factores activados del .
Niveles altos

complemento

MOLECULAS ANTI- Niveles
INFLAMATORIAS:

Niveles altos IL-4, IL-10, TGFB, IL-1Ra, TIMPs @

Figura 1. Perfiles de citoquinas en periodonto sano y enfermo. Las manifestaciones
de signos y sintomas en las enfermedades periodontales se ven
favorecidas cuando las concentraciones de citoquinas proinflamatorias vs
anti-inflamatorias se encuentran elevadas.

En la gingivitis los macrofagos activados producen IL-12 e IFNy, en
conjunto, este proceso resulta en inflamacion gingival responsable de las
manifestaciones clinicas de la gingivitis. Una respuesta inflamatoria aguda puede
limitar la diseminacion de los patdgenos periodontales, sin embargo la eliminacion
completa de estas bacterias requiere de la accion de los linfocitos. (Ebersol y col.
1994)
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Una fuerte respuesta de defensa innata es el resultado de la acumulacion de
IL-12, eso promueve el reclutamiento y la activacion de macrofagos y linfocitos
cooperadores de tipo 1 (TH1). La fagocitosis por macrofagos activados y neutrofilos,
sirve para mantener la infeccion bacteriana bajo control. Sin embargo, la exposicién
continua a la biopelicula presente en la superficie del diente da como resultado en
una infeccion crénica. El dafio limitado a los tejidos ocurre en lesiones estables. Los
productos metabdlicos bacterianos (como acido butirico) y los factores de virulencia
causan necrosis 0 apoptosis de las células del hospedador. Ademas, las proteasas
bacterianas pueden dafar directamente al tejido conectivo como el fibrindgeno o
fibras de elastina. Estos efectos son relativamente menores en las lesiones estables.
Las infecciones a largo plazo no causan resorcion del hueso o remodelacion extensa

del tejido conectivo. (Mac Donald y col. 1993)

La lesion progresiva, en cambio, se asocia con las lesiones mas severas de
pérdida de los tejidos del hospedador. Estas lesiones siguen después de una respuesta
innata débil o ineficiente. Las células que predominan en estos tejidos son linfocitos
B, células plasmaticas, y linfocitos cooperadores tipo 2 (TH2). Si la respuesta
humoral ha sido suficientemente reforzada y es especifica, la infeccién es eliminada.
Si la bacteria evade esta respuesta, el tejido del hospedador puede resultar dafiado. La
estimulacion de estas células por productos bacterianos (como LPS) causa una
produccion excesiva de citoquinas proinflamatorias como la IL-1 y el TNFa. Estas
citoquinas afectan la funcion de las células del hospedador, y finalmente causan la
mayor parte del dafio tisular asociado con la enfermedad periodontal. Los
fibroblastos cesan de producir fibrindgeno e inhibidores de proteasas y en su lugar
las células llamadas dendrocitos sintetizan metaloproteasas (MMP). Estas enzimas
junto con las enzimas bacterianas, degradan el tejido conectivo dentro del

periodonto.

También es estimulada la produccion de otras moléculas proinflamatorias
(prostaglandinas), estas moléculas al igual que ciertas citoquinas afectan la
homeoestasis del hueso alveolar. La formacion de hueso por osteoblastos se inhibe
en contraste, los osteoclastos son estimulados a desmineralizar y degradar el tejido
del hueso. Estos efectos combinados dan lugar al final a la pérdida de dientes en la
enfermedad periodontal avanzada. (Page 1998, Seymour 1987, Seymour 1991,
Yamamura y col. 1992, Castrillon y col. 2007).
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1.5.5. Respuesta inmune adaptativa en enfermedades periodontales

La respuesta inmune que contribuye a la patogénesis de la enfermedad
periodontal es compleja y variable. Muchas de estas respuestas son locales, aunque
en algunos pacientes hay alteraciones en respuestas inmunes sistémicas. En estas
enfermedades se asocia un desequilibrio en la regulacién de la respuesta inmune.
Hay cambios en la relacion de linfocitos periféricos y locales CD4*/CD8", depresion
de la respuesta proliferativa de linfocitos de sangre periférica y un aumento en la
frecuencia de linfocitos T de memoria en los tejidos afectados. (Mathur y col. 1997,
Okada y col. 1988).

El papel de la respuesta inmune en la citopatogenia de la enfermedad
periodontal ha sido tema de estudio de varios investigadores. En 1987 Brecx y col.
informaron la presencia de células inflamatorias en la encia sana, principalmente
linfocitos T, con pocos linfocitos B y células plasmaticas. Asimismo, se ha publicado
que la acumulacion de placa provoca el aumento del infiltrado de linfocitos,
principalmente células plasmaticas, que persisten aun meses después de haberse
controlado la enfermedad. Ademas, se ha asociado la presencia de linfocitos B con
niveles aumentados de 1gG en las lesiones periodontales activas sugiriendo una
mayor participacion de la respuesta inmune humoral. (Okada y col. 1988, Alves y
col. 2006)

En 1976 Page y Schroeder relacionaron la imagen histopatolégica con la
patogenia de la enfermedad, dividiéndola en cuatro estadios: lesion inicial, lesion
temprana, lesion establecida y lesion avanzada. En la lesion establecida predominan
los linfocitos T y macrofagos, mientras que en la lesién avanzada se observa un
incremento de linfocitos B y células plasmaticas. El infiltrado de linfocitos produce
IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 e IFNy con lo que aumentan las respuestas de
linfocitos T y la diferenciacion de linfocito B en célula plasmatica productora de
1gG,, la cual no es buena fijadora del complemento ni opsonina, por lo que no es

capaz de eliminar la infeccion.

En las fases iniciales del dafio periodontal como la lesion temprana e inicial,
hay un reclutamiento de células inflamatorias hacia los tejidos conectivos gingivales,

aumentando significativamente la liberacion de varias citoquinas, linfoquinas,
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quimiocinas y otros mediadores inflamatorios propios de la respuesta inmune tipo
TH;, junto con gran cantidad de anticuerpos contra bacterias periodontopatogenas
propias de la respuesta TH,. La presencia de estos anticuerpos en el FGC indica que
estos anticuerpos se producen localmente en el surco o bolsa periodontal. Sin
embargo, no se puede descartar que estas provengan del suero y se encuentren en el
FGC como un exudado, lo que indicaria la presencia del microorganismo o sus
factores de virulencia como el LPS en el periodonto. La presencia de IgG; e 1gG, en
sitios activos de la enfermedad se correlaciona positivamente con el sangrado al

sondeo y con la progresion de la enfermedad.

La mayoria de las bacterias periodontopatdgenas no invaden los tejidos
periodontales, y el sistema inmune no puede eliminar eficientemente a los
microorganismos, lo que lleva a una inflamacion cronica y una respuesta del
hospedador continua y excesiva ocasionando la destruccién del tejido. La respuesta
local hacia estas bacterias incluye el reclutamiento de leucocitos y la subsecuente
liberacion de mediadores y citoquinas que juegan un papel crucial en la patogénesis
de la enfermedad periodontal. (Okada y col. 1998) Estos acontecimientos dan por
resultado la pérdida de insercion con profundidad del surco gingival, o depresion,
formado donde el tejido gingival hace contacto con la superficie del diente creando
asi una bolsa periodontal. Este concepto de pérdida de insercion convierte a la
gingivitis en periodontitis. (Ebersole y col. 1995, Sorsa y col. 1992, Lee y col. 1995,
Loesche y col. 2001)

Las citoquinas proinflamatorias como IL-1, IL-6, IL-8 y TNFa se han
encontrado con el FGC y estudiado en la progresion de la enfermedad periodontal
destructiva. Especialmente, la IL-1, liberada por macrofagos, leucocitos
polimorfonucleares, linfocitos y fibroblastos gingivales, esta fuertemente involucrada
en los procesos inflamatorios, destruccion de la matriz y cicatrizacion, ademas de su
fuerte relacién con el proceso de resorcion 6sea que puede sugerir estadios
destructivos de la enfermedad.

Si estas células inflamatorias con capaces de contener y eliminar patégenos
causales y sus productos (como el LPS) via fagocitosis y mecanismos de eliminacién
intracelular, la enfermedad se limita a gingivitis. Si estos mecanismos fallan, y los
patogenos y sus productos penetran los tejidos del hospedero, la enfermedad se

convierte en periodontitis.
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1.5.6. Perfiles de las células TH1 6 TH2 en gingivitis versus periodontitis.

Para entender los mecanismos de progresion de gingivitis a periodontitis se
debe tomar en cuenta los siguientes hechos: la interleuquina 12 (IL-12) favorece las
respuestas con perfil TH1 y el IFNy aumenta la fagocitosis de neutrofilos y
macrdfagos. Si en la respuesta innata disminuyen los niveles de IL-12 e IFNy, se
produce una débil respuesta de THj. En la lesion estable hay predominio de
linfocitos B y células plasmaticas, lo que sugiere un perfil TH,. La activacion
policlonal de linfocitos B y la subsecuente produccion de IL-4 favorece la respuesta
TH; lo que ocasiona la produccion de anticuerpos, si éstos son protectores, limpian la
infeccion y la enfermedad no progresa, en caso contrario, si no son protectores, la
lesion persiste y la activacion de linfocitos B resulta en una produccién no regulada
de IL-1 con la subsecuente destruccion tisular. (Gemmell 2002, Baker 2000,
Seymour 2001, Taubman 2001)

Por lo tanto, en las lesiones estables el perfil predominante es TH;; en cambio,

cuando se presenta TH; las respuestas tienden a la progresion de periodontitis.

Entre las evidencias que apoyan que en la periodontitis hay una disminucion
de respuestas THj, se ha demostrado que en el FGC hay una disminucion de IL-2 en
tejido con periodontitis, comparado contra el tejido sano y que las células
mononucleares circulantes en pacientes con periodontitis estimuladas con mitégenos,
reducen la secrecion de IFNy y la expresion tanto de IFNy como de IL-2 esta
disminuida. En contraste, las evidencias experimentales apoyan que durante la
periodontitis se produce una respuesta aumentada del tipo TH,, observandose que la

IL-4 es prominentemente en tejidos periodontales comparada con IL-2, IFNy e IL-6.

Por lo tanto, un perfil TH; es caracteristico de lesiones estables o gingivitis

mientras que un perfil TH; se asocia con lesiones de periodontitis.

Es importante mencionar que la caracteristica para un perfil TH; es la 1L-4,
la cual estd ausente de lesiones periodontales, ya que los niveles de PGE,, IL-1B ¢
IL-2 estan elevados en el FGC; en contraste, TNFa e IFNy estan disminuidos y aiin
mas los niveles de IL-4 e IL-6. Para explicar este hecho se sugiere que mas que la

ausencia de estas moléculas en el tejido, su tiempo de vida media es muy corto.

Actualmente se ha demostrado la participacion de la IL-10 como una

interleuquina importante para la progresion de la enfermedad periodontal, ya que el
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andlisis en tejidos periodontales ha demostrado dos patrones diferentes: en el primero
se expresa [FNy, IL-6, IL-10 e IL-3, mientras que en el segundo expresan las mismas
citoquinas, a excepciéon de la IL-10. Lo importante es que aquellas lesiones que
producen altos niveles de IL-10 permanecen estables, mientras las lesiones con
niveles bajos de IL-10 progresan a periodontitis. (Kelso 1995, Sasaki 2000, Gemmell
2002, Yeng 2003, Vega 2006, Nakajima 2005, Mathur 1997)

1.5.7. Participacion de la respuesta inmune en la resorcion 6sea periodontal.

La relacion estrecha entre el sistema inmune y el esquelético se ha
determinado desde los afios 70 del siglo XX. Desde entonces se ha demostrado que
ambos sistemas comparten un ndmero de moléculas reguladoras incluyendo
citoguinas, receptores, moléculas de sefializacion y factores de transcripcion. Esto es
debido a que las células inmunes se forman a partir de células hematopoyeéticas y se
mantienen en la médula 6sea, por lo que es ahi donde interacttan con las células del
hueso. Por lo tanto, existe evidencia de que la fisiologia y patologia de un sistema
puede afectar al otro, por esta razon ha surgido el término “Osteoinmunologia” como
una nueva disciplina de estudio que ampara ambos campos cientificos (Takayanagi
2007, David 2007,Walsh 2006).

El mantenimiento de la masa ésea depende de un complejo y equilibrado
proceso de remodelacion 6sea, con sus dos fases fundamentales: 1) la resorcion,
comandada por los osteoclastos, y 2) la formacion (fabricacion y depdésito de matriz
extracelular ¢sea), llevada a cabo por los osteoblastos. En ellas intervienen
numerosos factores sistémicos de naturaleza inmuno-enddcrina, asi como elementos

de regulacion local.

La resorcion se define como la pérdida de sustancia de cualquier tejido
mineralizado, mediada por sistemas celulares y humorales propios. La resorcion que
sufren todos los tejidos duros de los dientes temporales durante el cambio es
considerada como fisioldgica. En los dientes definitivos, se consideran fisioldgicas
las resorciones menores auto-reparables que ocurren, fundamentalmente en el
cemento de las superficies radiculares mesiales y en las paredes del foramen apical

(transposicion a distal), como efecto de las tensiones que se generan durante la deriva
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natural de los dientes hacia la linea media. El resto de las resorciones dentarias, sean
de causa general o local, se consideran patolégicas.

Toda resorcion patologica de causa local es el efecto de la inflamacion
asentada sobre un tejido mineralizado, es un proceso mediado por interacciones
complejas entre factores humorales locales (citoquinas) y elementos celulares
(monocitos y clastos multinucleados) especializados en la destruccion de tejidos
duros. Sin embargo, la inflamacion precisa de los vasos sanguineos es propia de los
tejidos vascularizados (inflamacion primaria), no obstante, los tejidos avasculares
también manifiestan una inflamacion si son invadidos por vasos (tejido de
granulacién) procedentes de los tejidos vascularizados e inflamados contiguos; en
este sentido los tejidos avasculares (duros o blandos) sufren una inflamacién
secundaria. Por lo tanto, toda resorcidn dentaria necesita de la inflamacion primaria
del tejido pulpar (resorcion pulpdgena, endodontdgena) de los tejidos vascularizados
peridentarios (resorcion periodontdgena). (Del Nero 2005)

La enfermedad periodontal crénica, que consiste en la inflamacion que
comienza en la encia (gingivitis) puede extenderse a las estructuras de soporte del

diente transformandose asi en periodontitis. (\VVega Navarro 2006)

Los osteoblastos se derivan de células primitivas mesenquimales por accion
del factor de crecimiento transformante 3 (TFGp), el factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF) y proteinas morfogenicas 6seas (BMPs). Los osteoclastos se
originan de precursores hematopoyéticos y en su diferenciacion participan el factor
estimulador de colonias granulocito-macréfago (GM-CSF) y el factor estimulante de
colonias monocito-macrofago (M-CSF). Diferentes estudios han establecido la
relacion entre los osteoblastos y sus células precursoras estromales con los
precursores hematopoyéticos de los osteoclastos y los mediadores solubles que
modulan estas interacciones, incluyendo el factor de diferenciacion de los
osteoclastos 0 TRANCE vy la osteoprotegerina; asi como factores solubles como la
hormona paratiroidea (PTH), la vitamina D3 y la calcitonina.

Las células del estroma osteoblastico estan esencialmente implicadas en la
funcién y diferenciacion osteoclastica a través el contacto célula-célula. Asi mismo
se ha demostrado la presencia de un factor en la membrana de las células

osteoblasticas, miembro de la superfamilia de ligandos del TNF (factor de necrosis
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tumoral): el RANKL (Ligando Receptor del Activador del Factor Nuclear Kappa-B).
Su produccién es maxima en las células indiferenciadas del estroma y se reduce a
medida que madura el fenotipo osteoblastico. Estimula la diferenciacion, sobrevida y
fusién de las células precursoras de los osteoclastos, activa los osteoclastos maduros
y prolonga su vida util. Como resultado, permite la expansion de la masa
osteoclastica activa capaz de formar sitios de resorcion. Por lo tanto, la erosion del
hueso se correlaciona con el tiempo de formacion y el nimero de los osteoclastos.
(Mandalunis 2006, Lafita 2003)

Ya que el sistema inmune actla extensamente con la homeostasis del hueso,
se asume que las células inmunes localizadas en la encia o en la bolsa periodontal
son la fuente de citoquinas reguladoras de hueso. Entre los factores inmunes y/o
endocrinos que pueden promover la formacion del hueso, disparando la
diferenciacion osteoblastica o su actividad, se encuentran: la calcitonina y los
estrogenos, el Ca™, el factor de crecimiento transformante B, el factor de crecimiento
derivado de plaquetas, el epitelial, el insulinoide, las proteinas morfogénicas 6seas y
la osteoprotegerina, entre otros. En contraste, los factores que pueden promover la
resorcion bloqueando a los osteoblastos induciendo la formacion osteocléstica y su
formacion, son: la parathormona, la vitamina D3, los glucocorticoides, las hormonas
tiroideas, el TNFa, las IL-1, IL-6, IL-11, la prostaglandina E2, el RANKL y el factor
estimulante de colonias de monocitos y macrofagos. (Takayanagi 2007, David 2007,
Walsh 2006)

Las citoquinas en la patogénesis periodontal, actlan sinérgicamente para la
estimulacion de la resorcion oOsea, induccion de la produccion de PGE2 y
metaloproteinasas de matriz (MMPs) en fibroblastos y monocitos, perpetuando el
catabolismo del tejido conectivo periodontal. Por lo tanto, el bloqueo de estas
citoguinas a nivel de receptores (antagonistas) o disminuyendo su biodisponibilidad,
(receptores solubles) es importante en el establecimiento de su periodo de actividad.
(Arce 2004)

1.6. INTERLEUQUINA 1p.
1.6.1. Interleuquina 1 (IL-1)

La IL-1 se describio en la década de los afios 40 como una proteina

termol&bil presente en el fluido de exudados granulociticos de animales o humanos
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con fiebre. En esa época se le conocié como pirdgeno enddgeno. La IL-1 es el
prototipo de citoquina proinflamatoria que induce la expresion de una variedad de
genes y la sintesis de varias proteinas que inducen cambios en la inflamacién aguda y

cronica.

Esta interleuquina es el mediador de las respuestas de defensa del organismo,
sin embargo, cualquiera que sea la situacion, la sobreproduccién sostenida de esta
molécula lleva a la debilidad de las funciones normales del hospedador y por lo
tanto, la reduccion en su sintesis o de sus funciones efectoras es el blanco terapéutico

de muchas enfermedades. (Dinarello 1988, Dinarello 1989)

Existen dos formas bioquimicas distintas pero relacionadas estructuralmente
con la IL-1: la IL-1p vy la IL-lo. Entre ellas se tiene unicamente el 26% de
homologia y son codificadas por genes separados localizados en el cromosoma 2 y

cada gen contiene 7 exones. (Dinarello (1974, Auron 1987)

Las dos formas de la IL-1 se sintetizan inicialmente como precursores de 31
KDa (pro-IL-1). Las dos moléculas contienen una secuencia sefial que generalmente
indica un sitio de rompimiento para enzimas proteoliticas N-terminal. Este hecho
hace a la IL-1 como una citoquina Unica, ya que la pro IL-1 es fragmentada por
proteasas carboxi-terminal, generando un péptido maduro de 17 kDa. Este péptido de
IL-1ae e IL-1B es la forma activa de esta molécula. La elastasa, plasmasa, catepsina
G, colagenasa y serina proteasa, son enzimas implicadas en la fragmentacion de pro

IL-1B para la génesis del fragmento maduro. (Black 1988)

Cuando la IL-1 llega a la circulacion, actia como una hormona induciendo un
amplio espectro de cambios sistémicos en sistemas neurol6gicos, metabdlicos,
hematoldgicos y endocrinos. Esta molécula tiene funciones reguladoras en el proceso
inflamatorio. Los monocitos y los macréfagos son los productores importantes. La
produccion de IL-1 puede ser inducida por una variedad de agentes como son los
microorganismos, productos microbianos, agentes inflamatorios, lectinas de plantas y
antigenos. La IL-1 tiene efectos locales y sistémicos sobre las células
inmunocompetentes y otras que participan en las reacciones inflamatorias. Algunos
de estos efectos incluyen la activacion de linfocitos T, proliferacion de linfocitos B y
la estimulacion de éstos para la sintesis de anticuerpos. También afecta a la
quimiotaxis de neutréfilos y células mononucleares y participa en la modulacion de

la funcion de las células endoteliales, como lo es en la liberacién de GM-CSF,
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prostaglandina 12, prostaglandina E, y en la sintesis de factor activador de plaquetas.
Por accion de la IL-1 se aumenta la actividad del factor activador/inhibidor de
plaquetas y del factor tisular procoagulante, también aumenta la adhesion de (PMN),
monocitos y lineas celulares de leucocitos. (Dinarello 1994, Preiss 1994, Castrillon
2007)

1.6.2 Receptores de IL-1

Los receptores para la IL-1 reconocen igualmente a las formas o y 3, y ya que
IL-1a e IL-1B disparan a los mismos receptores, algunas regiones contienen los

minimos requerimientos estructurales para su activacion. (Dinarello 1994)

Se han descrito dos tipos de receptores para la IL-1: 1) la proteina p80,
Ilamada IL-1RI (receptor tipo I), y 2) la proteina p68, llamada IL-1RII (receptor tipo
I1); ambos se encuentran presentes en la superficie de las células. Sus diferencias no
solamente residen en que son productos de genes diferentes, sino que tienen
diferencias de afinidad en la union con la IL-1, en la regulacion de su expresion, el
tipo de sefial traducida y su capacidad de ser internados, ya que el tipo I es
rapidamente internado y permanece en el interior de la célula por 12 horas; en
cambio, el tipo Il permanece en superficie por 60 minutos y es muy pobremente
internado. (Horuk 1987)

La unién del IL-1 al receptor tipo | causa la formacion de un heterodimero
con una proteina accesoria del receptor (IL- 1AcP) y una vez formado este complejo,
se activa una cinasa activada por el receptor (IRAK) y la sefial se traduce al nucleo

de la célula a través de otras cinasas. (Dayer 2002)

1.6.3. Modulacion de la IL-15

La produccién y control de las actividades biolégicas de la IL-1 es importante

para el control de los procesos patolégicos.
1.6.3.1. Interleuquina 1Receptor antagonista (IL-1ra)

Es una glucoproteina de 222 Kd que inhibe la unién de la IL-1 a su receptor

sobre células T, PMN vy linfocitos B. Esta molécula tiene 19% de similitud en su
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composicion de aminodcidos con la IL-1a y un 26% de similitud con la IL-1B. A
pesar de esta semejanza, no tiene actividad de antagonista. (Dripps 1991)

Existe otro tipo de modulacién de la IL-1 que depende de los receptores de
tipo 11, recordando que éstos tienen un segmento citoplasmico corto que funciona
como sefiuelo, ocasionando una disminucién de la cantidad de IL-1 disponible para
unirse a su receptor tipo 1. Los receptores tipo Il son fragmentados de la superficie
celular en forma soluble y se unen a la IL-1 en solucidn previniendo que esta citosina

alcance a su célula blanco (ver figura 2).

Por lo tanto, la actividad de la IL-1 estd conferida con dos proteinas
relacionadas: IL-1a e IL-1P; ambas se unen a receptores llamados tipo | y tipo Il. El
receptor tipo | (IL-1RI) es responsable de la sefializacidn especifica, mientras que el
receptor tipo Il funciona como receptor sefiuelo que no causa estimulacion celular.
(Colotta 1994)

1.6.4. Funcion de IL-18

La IL-1B posee propiedades inflamatorias, metabodlicas, fisiologicas,
hemopoyéticas e inmunoldgicas. Juega un papel central en la inflamacién aguda y
cronica, local y sistémica. Las endotoxinas bacterianas o una variedad de sustancias
inflamatorias no microbianas inducen a la produccion de IL-1, la cual es liberada en
el ambiente local; ésta a su vez, induce capilaridad de células endoteliales para
secretar sustancias quimiocinéticas (MCP-1) y para incrementar la expresion de
celulas a moléculas de adhesion (E-selectina, ICAM-1 y VCAM-1). Ademas, es un
fuerte mediador 6seo capaz de inducir resorcion Osea osteoclastica, asi como la
degradacion del ligamento periodontal. También se le relaciona con la secrecién de
insulina, la regulacién del apetito, la induccién de la fiebre y el desarrollo del
fenotipo neuronal. (Dinarello 1988, Kusano 1998, Castrillon 2007)

La IL- 1 unida a membrana participa en la presentacion de antigenos y esta
también activa en células no linfoides como los condrocitos. Por otra parte, diversas
evidencias sugieren que gran parte de la IL-1 unida a membrana es la forma alfa y

que la forma beta es secretada en el fluido extracelular. (Dinarello 1996)

La IL-1 participa en una red de citoquinas inductoras de otras citoquinas y es

importante para el aumento o supresién de varias propiedades bioldgicas en las
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respuestas del huésped en la infeccion o inflamacién. En la respuesta inmunoldgica,
la IL-1 induce la produccién de ella misma, de IL-2 y factores de crecimiento de
linfocitos B, aumentando la respuesta inmune a antigenos. También induce la
produccién de IFN-y con un resultado antiinflamatorio. (Dinarello 1988, Atkins
1960, Dinarello 1984, Krane 1985, Saklatvala 1985, Dinarello 1996)

Al contrario de sus actividades catabolicas, la IL-1 interviene en procesos
reparativos por incremento de la proliferacion de fibroblastos y la sintesis de

colageno y glucosaminoglicanos.

IL-1B

eu

e
> @3 N

Receptor
IL-1 Tipo |

IL-1B

Receptor
IL-1 Tipo |

Receptor IL-1
Tipo Il

No hay sefalizacién

Si hay sefializacion

Figura 2. Modulacion de las respuestas dependientes de interleuquina IL-1.
La union de IL-1 alfa (IL-1a) o de la IL-1beta (IL-1B) al receptor tipo |
causa sefializacion al ndcleo y en consecuencia, estimulacién celular; en
cambio, la inhibicion competitiva a este receptor no produce respuesta.
La liberacion de receptores tipo Il al medio permite la unién de IL-1,
evitando asi la activacion celular por su union al receptor tipo .

Por mecanismos directos e indirectos, la IL-1 puede inducir la proliferacion
de precursores de osteoclastos y la diferenciacion y activacion de osteoclastos
maduros. Es de poner atencién que la IL-1 y TNF son frecuentes coproduciendo in
vivo y pueden actuar sinérgicamente para estimular la resorcion ésea. (Genco 1998,

Delima 2001)
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1.6.5. Papel de la 1l-1 en la resorcion dsea

La enfermedad periodontal es la mé&s prevalente de las enfermedades dseas en
el humano, lo que lleva a la pérdida dental en 10 — 15% en los adultos. Las
enfermedades infecciosas periodontales se asocian con el crecimiento de ciertas
especies de bacterias Gram-negativas facultativas; estas bacterias tienen muchos
factores de virulencia. Sin embargo, la infeccion no siempre se asocia con la pérdida
de hueso, ya que ni el tipo o la proporcion de estos patdgenos asociados puede
explicar la variabilidad de la severidad en la enfermedad periodontal. Por lo tanto, a
pesar de los factores de virulencia que son los responsables del dafio en la
enfermedad, actualmente se considera que es la respuesta del hospedador hacia la

bacteria y no la bacteria misma, la responsable de este dafio. (Baker 2000)

Los hechos que sugieren la aseveracion anterior son:1°.. La homeostasis del
hueso y la homeostasis inmune estan intimamente relacionadas, ya que la
remodelacion Osea estéd regulada por muchos factores inmunes. 2°. La infeccién oral
con bacterias periodontales induce la resorcién 6sea en los modelos animales. 3°.
Estudios in vitro establecen que las bacterias inducen la secrecion de factores
remodeladores de hueso en células inmunes, y los estudios in vivo demuestran que
ratones deficientes de células inmunes pierden menos hueso que los animales
normales después de la infeccion oral y,4°. finalmente se sabe que en infecciones
inducidas, la resorcion 6sea mediada por la respuesta inmune ocurre en pacientes con
enfermedad periodontal, ya que las citoquinas resortivas y las fuentes celulares de
éstas se encuentran presentes en la encia inflamada. (Castrillén 2007)

También existe evidencia de que la IL-1 y TNF son mediadores importantes
de la inflamacién y la degradacion de los tejidos en la artritis reumatoide. Ambas
citoquinas pueden influenciar las manifestaciones locales y sistémicas de la
enfermedad, asi como la destruccion del cartilago, tendones y matriz 6sea. (Dayer
2002, Assuma 1998, Kusano 1998)

La asociacion de la actividad de la IL-1 con la activacion de los osteoclastos

y consecuentemente el incremento de la resorcién 6sea, se basa en lo siguiente:
a) LalIL-1 induce la resorcion 0sea in vitro

b) Niveles elevados de IL-1 en FGC correlaciona con la severidad de la

resorcion dsea.
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c) La osteoporosis en adultos mayores se reduce con la expresion
espontanea de la IL-1ra, mientras que se aumenta cuando los niveles de

IL-Ira son bajos.

La IL-1 actua sobre los osteoblastos induciendo la expresion del RANKL
(factor activador del ligando NF-kB), también conocido como factor activador de la
diferenciacion de osteoclastos. El Factor activador del ligando NF-kB (RANKL)
estimula la diferenciacion de los precursores de osteoclastos en osteoclastos maduros
responsables de la resorcién del hueso. Ademas, RANKL e IL-1 estimulan
directamente a los osteoclastos maduros para que ejerzan su accién. Existe para este
sistema una molécula de accion inhibitoria la cual es la osteoprotegerina que
funciona como antagonista del RANKL inhibiendo la diferenciacion de los

osteoclastos (ver figura 3).

Muchos de los factores de la resorcion Gsea se encuentran presentes en la
encia inflamada durante la enfermedad periodontal y en concentraciones por encima
de las requeridas para inducir la pérdida de hueso in vitro. Estas no son detectables
en la encia inflamada y en el FGC, disminuyendo después de una terapia periodontal
exitosa. (Honig 1989, Masada 1990, Stashenko 1991, Rossomanda 1990, Takahashi
1994)

El tejido del hueso puede ser reabsorbido Unicamente por los osteoclastos, la
estimulacion local de la actividad de esta célula o la generacion de osteoclastos es un
prerrequisito para la pérdida del hueso alveolar en los pacientes con periodontitis. El
control fisiolégico de la actividad de resorcion dsea en osteoclastos multinucleados,
terminalmente diferenciados y la proliferacion, diferenciacion y fusion de
progenitores de osteoclastos hacia nuevos osteoclastos, esta regulado por varias
hormonas, factores de crecimiento y citoquinas. (Suda 1996) Entre las moléculas
presentes en el proceso inflamatorio estan las interleuquinas IL-1, IL-6, 1L-11, IL-17;
TNFa, factor inhibidor de leucemia, factor transformante de crecimiento 3, cininas y
trombina; todas pueden estimular la resorcion 6sea y por tanto estar implicadas en la
patogénesis de la inflamacién inducida por la resorcion del hueso (ver Figura 3).
(Horowitz 1996, Assuma 1998, Kusano 1998)
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1.6.6. La Interleuquina 1 en Periodontitis

Se acepta en general que la IL-1 es el principal mediador de la destruccion de
tejidos en la enfermedad periodontal (Page 1997a, Tashenko 1998) y muchos
investigadores creen que los macrofagos son la fuente primaria de esta citoquina;
sin embargo, muy pocos estudios reportan al macréfago en la enfermedad
periodontal.

Mientras que el A.actinomycetemcomitans y la P.gingivalis han demostrado
activar a los monocitos y macrofagos para estimular la secrecion de mediadores
proinflamatorios y destructores de los tejidos, recientemente se ha demostrado que
no hay incremento en el nimero de macréfagos y poca evidencia de su activacion
en la periodontitis avanzada comparada con los tejidos levemente inflamados.
(Chapple 1998) Asi pues, se ha demostrado que el nimero de macréfagos no
aumenta en las lesiones avanzadas y hay muy poca activacion a pesar de la

destruccién extensiva.

Para probar que existen diferencias cuantitativas en la expresion de citoguinas
proinflamatorias en tejidos normales o en tejidos con periodontitis, se realizan
analisis de secciones de tejido por técnicas de inmunohistoquimica o por
hibridacion in situ en células del infiltrado, demostrandose que aungue tanto en los
tejidos sanos como en los enfermos se expresan RNA mensajeros para IL-1p e IL-
1ra en células epiteliales, en las biopsias de tejidos enfermos hay mayor expresion
de estos mensajeros en el tejido conectivo. Estos resultados implican la
participacion potencial de citoquinas pro y anti-inflamatorias en la regulacion de la

inflamacidn crénica en la periodontitis del adulto. (Roberts 1997)
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Activacion Resorcion Reversion Formacion Mineralizacio
de hueso

*Reclutamiento  eApoptosis de *Reclutamiento  eSintesis de matriz

de osteoclastos  gsteoclastos de osteoblastos  gsea
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Figura3. Rol de la interleuquina 1, el TNFay el RANK en la
resorcion ésea. La interleuquina 1 y el TNF o participan en
la sintesis del ligando RANK, el cual actia en la
diferenciacion del osteoclasto, favoreciendo la resorcion
6sea. EI mecanismo antagonico a este proceso depende de la
molécula conocida como osteoprotegerina (OPG).

1.6.7. Marcadores prondsticos en la destruccion periodontal.

Durante la década pasada, muchos investigadores han enfocado su interés en
la basqueda de marcadores inmunoldgicos para determinar el curso de la destruccion
periodontal. Estos estudios muestran mediciones clinicas que han incluido la
evaluacion de las biopeliculas supragingival y subgingival, el sangrado al sondaje y
la supuracion y/o profundidad de surco; los cuales sin embargo, son débiles
predictores de la progresion de la enfermedad periodontal. (Haffajee 1993) Otra
propuesta ha sido la busqueda del posible valor de las bacterias en la prediccion de la
destruccion periodontal, asi, algunos autores sugieren que la presencia de
A.actinomycetemcomitans, P.gingivalis y T.forsythia son mejores predictores para la
salud periodontal, ya que su existencia se asocia con la destruccion. (Nieminem
1996. Socransky 1991)
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Otra aproximacion para proponer marcadores pronésticos han sido las
moléculas provenientes del infiltrado inflamatorio. Los cambios producidos se
relacionan con la activacion de las células que componen este infiltrado, que se
desarrolla en el tejido conectivo periodontal y con la participacion del sistema
inmune local. De esta manera, la destruccion del tejido periodontal puede ser
atribuida a la activacion producida por monocitos, linfocitos, fibroblastos y otras
células del hospedador, que en forma conjunta con la accién de elementos
bacterianos, como los LPS, estimulan la produccion de citoquinas, que a su vez
ocasionan la liberacién de las metaloproteinasas responsables de la destruccion de la
matriz extracelular y del hueso. (Birkedal-Hansen 1993) Por lo tanto, las citoquinas
pueden ser candidatos idoneos como marcadores prondsticos del dafio periodontal.
(Castrillon 2007)

1.6.8. Manifestaciones clinicas de periodontitis y su correlacion con los

niveles de IL.

Los principales estudios relacionados con la participacion de la IL-1 con la
patologia periodontal se presentan en la tabla Al, en donde se describe el objetivo,
metodologia, resultados y conclusiones del uso de la IL-1 como posible marcador
de la enfermedad periodontal, asi como la correlacion clinica de esta molécula con

la evolucién o eficiencia al tratamiento.

En general, los resultados de la evaluacion de la IL-1 en la enfermedad
periodontal sefialan que la IL-1a y la IL-1 estan presentes en la encia inflamada y
en el FGC de los pacientes con periodontitis, en cambio, sus concentraciones son
extremadamente bajas en sitios sanos. Sus niveles se reducen después del raspado y
el alisado radicular (raspado y alisado subgingival), pero los resultados de la

correlacion con las mediciones de la profundidad al sondeo son variables.

La IL-1PB aparece en mayores niveles en aquellas muestras provenientes de
enfermedad periodontal, que los niveles obtenidos en sujetos sanos. Por lo tanto, los
niveles de IL-1 muestran cambios dinamicos dependiendo de la enfermedad
periodontal y puede ser una herramienta valiosa para monitorizar la actividad de

esta enfermedad. (Castrillon y col. 2007)
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La interaccion entre las bacterias periodontopatogenas y las células del
hospedador inducen la liberacion de citoquinas. El tipo de citoquinas que producen
depende principalmente de la naturaleza de las bacterias y de las células que se
encuentren comprometidas con la reaccién inmunoldgica, por lo tanto, el exceso de
estimulacion inmunitaria conduce al dafio del tejido periodontal, lo cual se explica
por la cantidad de grandes cantidades de IL-1B, molécula con gran actividad
proinflamatoria y destructiva, que tiene la capacidad de diferenciar y activar a los

osteoclastos, dando por resultado la resorcidn 0sea caracteristica de la periodontitis.

1.7 FACTORES DE RIESGO EN ENFERMEDAD PERIODONTAL

Entre los factores modificadores (también conocidos como factores de riesgo
e indicadores) participan no sélo aquellos disparados por la bacteria, sino también
aquellos factores personales que influyen la respuesta hospedador — parasito, es
decir, en la patobiologia de la enfermedad. Los factores de riesgo que disminuyen las
defensas del hospedador pueden ser: por una parte, el estrés fisico-social y los
factores relacionados a la calidad de vida: dieta, adiccién al tabaco y alcoholismo; y
por otro lado, factores sistétmicos como deficiencias en el sistema
inflamatorio/inmune, los cuales se pueden englobar en factores inmodificables de
tipo genéticos y factores ambientales o adquiridos. Estas dos clases de factores
pueden diferir de un estado a otro y de una forma de enfermedad a otra. (Clarke
1995, Page 1998, Pihlstrom 2001, Nelly 2001)

Los factores inmodificables y ambientales son los principales determinantes
con las diferencias observadas en otras condiciones periodontales. Estos pueden
afectar el tiempo (edad) de la enfermedad establecida, patrones de hueso y
destruccion del tejido, ritmo de progresion de la enfermedad, respuesta a varios tipos
de terapia, severidad y frecuencia de la recurrencia de la enfermedad. Asimismo, la
influencia de estos factores modificadores pueden existir de por vida (por ejemplo,

factores hereditarios).

Sin tomar en cuenta la predisposicion genética del hospedador a la
enfermedad periodontal, como es el caso del sindrome de Papillon-LeFevre, o el
sindrome de Down, o si el hospedador esta comprometido por defectos leucocitarios

como en la periodontitis agresiva y en la gingivitis ulcerativa necrosante, que se
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caracteriza por un ataque repentino y se le relaciona a un estrés fisioldgico, a la
diabetes, a la adiccidn al tabaco, a la pobre higiene oral, o bien a la edad geriéatrica;
los sintomas clinicos son significativamente asociados con la intervencion de
bacterias especificas, por lo cual puede ser manejada con éxito con antibioterapia

dirigida a especies bacterianas especificas. (Clark 1971, Genco 1986, Lindhe 1984)

1.7.1. Factores de riesgo inmodificables.

Para poder determinar si hay algun factor de riesgo presente, se requiere de
un diagnédstico agudo basado en: la entrevista del paciente, el examen médico, el
examen clinico periodontal, el examen radiografico y de ser necesario, los examenes

de laboratorio.

Los signos clinicos de la enfermedad periodontal como son: profundidad de
bolsa, pérdida clinica de insercion y pérdida désea, son medidas acumulativas de
enfermedades pasadas, no valoran la actividad de la enfermedad. Por lo que se han
considerado varios tipos de pruebas diagnosticas para poder pronosticar la futura
progresion de la enfermedad, como son: los productos y mediadores inflamatorios
del hospedador, las enzimas, los productos que provocan dafio tisular y la
temperatura subgingival. Esto es valorado en términos de sensibilidad, especificidad

y evaluacién pronostica.

Los factores genéticos también estadn involucrados en algunos tipos de
enfermedad periodontal, por lo que una prueba genética para determinar la
susceptibilidad de la enfermedad sera de gran utilidad para la practica clinica y la
modulacion de éstos es una aproximacion productiva a la prevencion y tratamiento
de la enfermedad periodontal. (Clarke 1995, Neely 2001,Philstrom 2001,
Michalowics 2000)

En el cuadro L se presentan los factores inmodificables en relacién a la
gingivitis y periodontitis asi como la lesion periodontal que se manifiesta y los

marcadores en cada uno de ellos.
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Cuadro L. Factores de riesgo inmodificables en la enfermedad periodontal.

FACTOR DE RIESGO
INMODIFICABLE

AFECCION PERIODONTAL

MARCADOR

Enfermedades

Cardiovasculares

En la fase aguda en pacientes con

periodontitis

Elevada Reaccidon en cadena de
proteina C y fibrinogeno. (PCR)
en sangre. Y presencia de

bacterias anaerobias Gram (-)*

Nacimientos prematuros y

neonatos con bajo peso

Pérdida de adherencia extensa y

severa en periodontitis

Endotoxinas bacterianas con
produccion de prostaglandinas

y &cido araquidonico**

Enfermedad pulmonar

Pérdida de adherencia

Contaminacion de las vias
respiratorias inferiores, saliva

contaminada, aspiraciéon de

secreciones orales
contaminadas por bacterias
anaerobias patbgenas

periodontales ***

Diabetes

Pérdida de adherencia y pérdida

osea

Alteracion y repacion delos
tejidos y por lo tanto acelera la

progresién de la periodontitis

Alteracion en control glicemico
en diabetes tipo I y Il
Reduccién de funcion de PLM
y produccién de productos
terminales avanzados de
glycosilacion y decremento en

coldgena. ****

Predisposicion genética:

Sindrome de Down,
Hipofosfatasia, Sindrome de
Papillon-Lefevre, Sindrome

de Ehlers-Danlos

Pérdida de adherencia y pérdida

Osea severa en Periodontitis

cronica

Susceptibilidad a genotipo de
IL-1, adherencia a osteoblastos
y fibroblastos para produccion

de colagenasa*****

Edad geriatrica.

Dafio en tejidos periodontales

Por complicaciones

sistémicas*****

Hormonal

Gingivitis crénica debido a una
respuesta inflamatoria alterada
contra la biopelicula

supragingival

Aumento en los niveles de

hormonas en embarazo,

pubertad, anticonceptivos
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Cuadro L. Factores de riesgo inmodificables en la enfermedad periodontal.
Continuacion...

FACTOR DE RIESGO | AFECCION PERIODONTAL | MARCADOR
INMODIFICABLE

Osteoporosis Reduccion en la densidad dsea | Menopausia, terapia  con
periodontal estrogenos

Inmunosupresores: infeccion | Deficiencia en la respuesta del | Terapia antimicrobiana:

por VIH hospedador ante las bacterias | inmunsupresion

patégenas periodontales

Desordenes hematoldgicos: | Inflamacion gingival, lesiones | Densa infiltracion o ausencia

Alteracion en hemostasis, | destructivas periodontales. | leucocitaria. Alteracién

células rojas y blancas de la | Hemorragias postratamiento plaquetaria. Desordenes en los

sangre eritrocitos

desordenes cuantitativos | Inflamacién gingival, lesiones | Densa infiltracion o ausencia

leucocitarios:  Neutropenia, | destructivas periodontales. | leucocitaria. Alteracién

leucemia Hemorragias postratamiento plaquetaria. Desordenes en los
eritrocitos

Desordenes cualitativos | Inflamacion gingival, lesiones | Densa infiltracibn o ausencia

leucocitarios: Mieloma | destructivas periodontales. | leucocitaria. Alteracién

multiple,sindrome de | Hemorragias postratamiento plaquetaria. Desordenes en los

Chediak-Higashi, Adhesion eritrocitos

leucocitaria deficiente,

Sindrome de histiocitosis

Cfr. *Beck 1996, Beck 1998, Ebersole 1997, Noak 2001, Geerts 2002, Engebretson
1999.** Offenbacher 1997, Jeffcoat 2001.*** Scannapieco 1998, Hayes 1998,
Scannapieco 1999. ****Safkan-Seppala y Ainamo 1992, Shlossman
1990,Brownlee 1994, Schmidt 1996. ***** Hart 1996, Kornman 1997, Doxey
1998 ******Kjnane 2001.

1.7.2. Factores de riesgo ambientales.

Los factores de riesgo ambientales tales como el estrés, fumadores e higiene,
pueden estar presenten o ausentes o variar en magnitud a lo largo de la vida. La
severidad y ritmo de progresién de la enfermedad resulta en gran medida de la
influencia de la naturaleza y la magnitud del desafio microbiano; por ejemplo, la
influencia del pH y la disponibilidad de oxigeno y de diversos nutrientes en la bolsa

periodontal. Esta teoria que aborda la patobiologia de la periodontitis nos permite
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entender mejor el porqué hay una gran variacion de individuo a individuo en la
susceptibilidad a la enfermedad, las manifestaciones clinicas, el ritmo de progresion
y la respuesta terapéutica. (Page 1998)

En el cuadro LL se presentan los factores de riesgo ambientales en la
gingivitis y la periodontitis, asi como su afeccion en los tejidos periodontales y los

marcadores Utiles en identificarlos.
1.8 TRATAMIENTO PERIODONTAL.

El tratamiento de la enfermedad periodontal puede ser dividido en cuatro
fases: sistémico, higiénico, correctivo y de mantenimiento o de terapia periodontal de
soporte, y se ha comprobado que el tratamiento fracasa cuando no se lleva a cabo una
adecuada terapia periodontal de soporte. (AAA position paper 1998, Pihlstrom 2001,
American Academy of Periodontology 2001).

1.8.1. Tratamiento periodontal no quirargico.
1.8.1.1 . Raspado y alisado radicular. (RAR)

El RAR es una técnica meticulosa cuyos beneficios clinicos dan por resultado
la correcta eliminacion de la biopelicula y calculo subgingival, para crear una

superficie bioldgicamente apta para la curacién de los tejidos periodontales.
1.8.2. Respuesta al tratamiento
A) Factores etiologicos.

La naturaleza del medio ambiente local dentro de los sitios con periodontitis,
que favorece el crecimiento de las bacterias periodontopatogenas, puede ser
cambiado por el tratamiento periodontal no quirargico incluyendo instrucciones de

higiene oral, raspado y alisado subgingival.

Se ha notificado que el raspado elimina aproximadamente el 90% de las
bacterias presentes en una zona. Estos procedimientos no quirdrgicos mejoran los
signos clinicos y los sintomas de las zonas afectadas, en particular el sangrado al
sondeo, presencia de supuracién, disminucion de profundidad de bolsa y ganancia

de insercion. (Doungudomdacha y col. 2001)
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Cuadro LL. Factores de riesgo ambientales en la enfermedad periodontal.

FACTOR DE RIESGO | AFECCION MARCADOR
AMBIENTAL. PERIODONTAL
Tabaco Inhibicion en la proliferacion y | Disminucion en la produccion
adhesion de los fibroblastos, | de fibronectina y colagena I.
Vasoconstriccion en capilares Aumento en  actividad  de
periodontales
colagenasa
Respuesta inmune periodontal: Efecto vasoactivo de  la
inflamacién, Disminucion | . .. .
nicotina: incremento en la
quimiotactica difusion de epinefrina vy
norepinefrina
Altos niveles de
carboxyhemoglobina*
Estrés Lesidn en tejidos periodontales. | Reduccién de las respuestas del

hospedador

Higiene oral y factores dentales

Inflamacion crénica periodontal

Formacion de la biopelicula

bacteriana supragingival

Factores dentales: malposicién
dentaria, erupcién incompleta,
restauracion defectuosa, caries,

superficies dentales irregulares

Dieta Pérdida dental / deficiencia | Proliferacion bacteriana
oclusal. patdgena
Medicacion: iones | Agrandamiento gingival. Aumento en la produccién de

bloqueadores de membrana.
Antiepilépticos

Antihipertensivos

Profundidad al sondeo.

matriz de colagena***

Cfr. * McGregor 1985, Mc Guire 1989, McLaughlin 1993, Ketabi 1997,
** Ciancio 1996, Kinane 2001, *** Thomason 1995.

El raspado y alisado radicular es uno de los procedimientos mas comunmente

utilizados para el tratamiento de la enfermedad periodontal. Numerosos estudios han

informado de resultados benéficos de este tratamiento en parametros clinicos y
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microbianos. La mayoria de estos beneficios aparecen dentro de los tres primeros
meses con un promedio de niveles de insercion y profundidad de bolsa que queda
igual en la Gltima parte. Asi, los datos disponibles suponen dos estados del proceso
en el cual la mayoria de los beneficios clinicos y microbiolégicos ocurren en un corto
tiempo, seguido por un periodo de estabilidad ayudado por procedimientos de
raspado en fase de mantenimiento y técnica personal de cepillado. (Lindhe y col
1984, Radvar y col. 1996, Haffajee y col. 1997b)

Diversos estudios también han evaluado los efectos del RAR sobre las
especies de la placa subgingival, en donde se ha informado de reducciones a corto
plazo en los niveles y proporciones para las especies de T.denticola y P.gingivalis.
(Simonson y col. 1992, Mombelli y col. 1994, Nieminen y col. 1995, Lowenguth y
col. 1995).

Por su parte, Shiloah & Patters (1997) en estudios a largo plazo, también
han informado de una disminucidn en los niveles y la prevalencia de ciertas especies
como P.gingivalis, A.actinomycetemcomitans y P.intermedia a los 12 meses post
RAR, sin terapia periodontal de mantenimiento. También Gunsolley (1994),
encontr6 un remanente constante en los niveles de Aa después de 12 meses post
RAR vy de cirugia con terapia de mantenimiento. Sin embargo, P.gingivalis a los 12

meses, manifestd un incremento considerable con evidencia de pérdida de insercion.

Diversos estudios han encontrado después del RAR una disminucion en
especies de Prevotella y Porphyromonas. Mientras que en otro estudio en intervalos
de 3 y 6 meses post RAS, disminuy6 la profundad de bolsa y pérdida de adherencia,
asi como un decremento en los niveles y prevalencia de T.f,orsythia, P.gingivalis y
T.denticola; pero no de otras 37 especies examinadas. Dentro de estos estudios se
continudé el monitorizacion por 9 y 12 meses post- RAR, dando la oportunidad a

examinar cambios microbioldgicos y clinicos durante la fase de mantenimiento.

Coincidiendo con la investigacion anterior un estudio muestra una relacion
directa entre los cambios clinicos y los hallazgos microbiolégicos con especies
especificas en los niveles de la microflora subgingival, mostrando una reduccién en
la prevalencia de T.f,orsythia, P.gingivalis, T.denticola y S. constellatus; sin
embargo, se incrementaron los niveles de F.nucleatum y Capnocytophaga;
asimismo, las especies de Actinomyces consideradas benéficiosas, revelaron un

aumento. Estos cambios se manifestaron durante los 3 primeros meses post-RAR, y
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estas especies todavia se redujeron significativamente a los 12 meses al ser
comparados con los niveles pre-RAR. Por lo que el tratamiento periodontal no
quirdrgico muestra una disminucién importante en los parametros clinicos y
microbiologicos en la fase de mantenimiento, comparados con los niveles post-
RAR. (Rawlison y col. 1993, Haffajee 1997a, Haffajee y col. 1997b, Cugini y col.
2000, Dounggudomdacha y col. 2001, Simonson y col. 1992, Mombelli y col.
2000)

No obstante contrario a los estudios que demuestran lo beneficioso que es el
RAR, existen algunos estudios como los de Stephen (2001), Mombelli (2000) y
Loesche y col. (2001), en los cuales se informa que en individuos que recibieron
tratamiento periodontal no quirdrgico empeoraron en sus parametros clinicos,
mostrando progresion de la enfermedad periodontal e incremento en la profundidad
al sondaje, cuando se les compard con aquellos que recibieron tratamiento

quirdrgico.

Otras investigaciones con esta misma terapia no eliminaron ninguna especie
patdgena periodontal; por lo tanto, si la eliminacion de especies subgingivales es
considerada esencial para el éxito terapéutico, el RAR es poco probable que sea el
tratamiento de eleccion. Ademas el RAR parece ser efectivo en reducir un definido
grupo de especies, sugiriendo que sujetos con bajo numero o ninguna de esas
especies recibiran beneficios limitados de esta terapia. De manera especifica,
también se mostrd una relacion entre la presencia de T.forsythia y la profundidad de
bolsa, por lo que la disminucién de esta bacteria se asocié al tratamiento con RAR.
(Gmur 1994, Haffajee 1998, Socransky 1998, Cugini 2000).

B) Parametros clinicos.

Diversas investigaciones realizadas con tratamiento periodontal no
quirargico, RAR, observaron que posterior al tratamiento periodontal no quirdrgico
de tres a seis meses, las condiciones periodontales mejoraban en los pardmetros
clinicos, obteniendo un decremento en el indice de placa, el sangrado al sondeo, la
profundidad de bolsa, y la ganancia en los niveles de insercion. (Doungudomdacha y
col. 2001) Lo mismo ocurrio a los 12 meses pos-tratamiento, haciendo énfasis en
que esta mejoria se mantenia a los 12 meses de tratamiento, esto es, en un periodo
de estabilidad de los tejidos. (Kahldahl 1993, Cugini 2000) Sin embargo,
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algunos sitios tratados mostraron pérdida de insercion, probablemente por un

traumatismo debido a la instrumentacion. (Haffajee 1995)

Asi pues, los datos obtenidos por diferentes estudios sugieren que el
tratamiento periodontal no quirdrgico es efectivo en reducir los pardmetros clinicos,
los microbioldgicos y los bioguimicos, asi como es mas efectivo en sujetos y en
sitios con altos niveles de especies patdgenas periodontales. (Haffajee y col. 1997Db)
Sin embargo, la mayoria de las bacterias se reestablecen rapidamente en la mayoria
de los individuos una vez que la periodontitis esta presente, por lo que la fase de
mantenimiento es de vital importancia para consolidar la mejoria en los parametros

clinicos, microbioldgicos y bioquimicos. (Doungudomdacha 2001, Cugini 2000)
C) Factores del Hospedador

Reinhardt (1993) demostré que el marcador bioquimico IL-1B tiene una
produccion prolongada, y esto podia ser el reflejo del grado del trauma tisular y por
lo tanto del retraso de la curacion de la herida.

Tsai (1995), comparo los niveles de IL-1p e IL-8 en FGC en pacientes con
periodontitis del adulto y su grupo control. Los niveles de estas citoquinas fueron
mayores en el grupo con periodontitis del adulto que en el grupo control. Las
cantidades totales de ambas interleuquinas, asi como los parametros clinicos se

redujeron notablemente después del tratamiento periodontal.

Hoult (1995) investigd los niveles de IL-1B en el FGC vy el estado clinico en
individuos con periodontitis y evalud su efecto después de la fase | de la terapia,
encontrando que la cantidad de IL-1B se asocia con el estatus periodontal y

monitorea la actividad de la enfermedad periodontal.

Otro estudio monitorizé la IL-1B y la PGE; durante el tratamiento de RAR y
en la fase de mantenimiento, observando que los pardmetros clinicos manifiestan una
mejoria significativa y los niveles de los marcadores IL-1B y PGE; en el FGC se
reducen de manera importante durante la fase de mantenimiento. (Alexander 1996)

Goutoudi (2004), analizé los niveles de IL-1B e IL-10 en FGC en

periodontitis antes y después de la terapia periodontal, encontrando que la cantidad
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total, méas que la concentracion de la IL-1B en FGC se asocia estrechamente con la

severidad periodontal.

Yoshinari (2004), también evalué la relacion entre los cambios clinicos
después del tratamiento periodontal no quirurgico (RAR) y los niveles de IL-1p en el

FGC, con resultados semejantes.

1.8.3. Antimicrobianos sistémicos.

La enfermedad periodontal es una infeccion polimicrobiana que involucra
varios microorganismos en combinacion o secuencialmente. Si el tratamiento
antimicrobiano va a ser sumado a un tratamiento de desbridamiento tradicional, el
espectro de agente antimicrobiano es importante. El objetivo de un disefio de
protocolo de tratamiento es determinar si la enfermedad puede ser tratada como una
infeccion anaerobia o microaerofilica. Por lo que el andlisis de los estudios antes
mencionados sugieren que las estrategias y tacticas de tratamiento deben ser
disefiadas para seleccionar el objetivo de ciertos miembros anaerobios de la flora de

la biopelicula.

La evidencia presentada por varios estudios indica que la mayoria, si no todas
las formas de enfermedad periodontal son especificas, aunque sean infecciones
cronicas, los sintomas clinicos son casi significativamente asociados con el
sobrecrecimiento de un nimero finito de especies anaerobias como son P.gingivalis,
T.forsythia y T.denticola en la placa subgingival. Este sobrecrecimiento puede ser
periddicamente suprimido por RAR por toda la vida y la flora puede ser alterada por
el uso prudente de corto tiempo de agentes antimicrobianos contra los anaerobios

especificos. (Loesche 2001)

Si el RAR es exitoso, se reducen significativamente los niveles de ciertos
anaerobios, entonces quizas los resultados clinicos pueden mejorar por la adicién de
agentes antimicrobianos a este régimen de tratamiento. En varios estudios el
metronidazol o la combinacion de metronidazol y amoxicilina han suprimido a la
bacteria de A.actinomycetemcomitans en la mayoria de las muestras de la biopelicula.
(Saxen 1993, van Winkelhoff 1992)

Si las bacterias anaerobias estan involucradas como factor etiologico en

periodontitis de inicio temprano y en periodontitis agresiva, deben ser utilizados
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agentes especificos para microorganismos anaerobios. En un estudio realizado por
Loesche (2001), en donde el 90% de los pacientes manifestaron infeccion anaerobia
con formas de periodontitis de inicio temprano y periodontitis agresiva avanzadas,
tuvieron ganancia de insercion y los resultados fueron estadisticamente mejores en

los sujetos tratados con RAR méas metronidazol, que en el RAR mas placebo.

La administracion de metronidazol con doxiciclina, liberadas de forma local,
dieron por resultado una reduccion en la necesidad de cirugia y en la extraccion en
un 80%, sin embargo las espiroquetas y los organismos BANA positivos, después de
una administracion de metronidazol, redujeron inicialmente sus niveles de manera
significativa, no obstante, posteriormente regresaron a niveles detectables, indicando

que las especies monitoreadas no fueron eliminadas. (Loesche 1996, Soder 1999)

El éxito del metronidazol y la doxiciclina parece ser debido a su accién
especifica antibacteriana contra anaerobios periodontopatdégenos, pero en la
administracion de la doxiciclina hay evidencia de resistencia transitoria entre los
estreptococos, no asi entre los anaerobios estudiados al administrar el metronidazol.
(Loesche 1999)

De esta forma, diferentes tratamientos han demostrado una reduccion efectiva
de los niveles de especies anaerobias como P.gingivalis (26 de 27 estudios);
T.forsythia (9 de 9 estudios); T.denticola (4 de 5 estudios); y espiroquetas (7 de 8
estudios); mientras que hay un efecto menor sobre especies capnofilicos:
A.actinomycetemcomitans (7 de 24 estudios a reduccion); C.rectus (3 de 10 estudios)
y E.corrodens (1 de 6 estudios).

Estos recuentos bacterioldgicos indican que en la mayoria (no en todas) las
formas de la enfermedad periodontal, las infecciones son por anaerobios; debido al
sobrecrecimiento de un numero finito de bacterias enddgenas anaerobias Gram-
negativas en la biopelicula subgingival. (Haffajee 1997, Edwarsson 1999, Takamatsu
1999)
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JUSTIFICACION

Dentro de las enfermedades periodontales se distinguen claramente dos
entidades con fenotipos muy claros, la gingivitis y la periodontitis. Sin embargo,
ambas son producidas por unos factores etiologicos similares (bacterias anaerobicas
Gram-negativas de la biopelicula subgingival conocidas como periodontopatdgenas);
(Socransky 1998, Tanner 1998, Slots 1992, Loesche 2001) las cuales se adhieren a la
superficie dentaria a nivel del surco gingival provocando una respuesta inflamatoria
en la que su potencial patogénico dependera tanto del nimero y la cantidad de las
especies bacterianas involucradas, como de la variacion individual y del sitio de la
infeccion. (Page 1998, Nisengard 1998, Engebretson 1999, Mariotti 1999, Ebersole
2000)

Dichas patologias se muestran clinicamente a través de un proceso
inflamatorio crénico, aunque en un caso este proceso evoluciona destruyendo el
aparato de insercion periodontal (periodontitis) y en el otro se mantiene el proceso

inflamatorio sin evolucionar hacia la destruccion (gingivitis).

Asi pues, se puede afirmar que la triada responsable de la patogénesis de la
destruccion periodontal la constituyen: 1) las bacterias patdgenas presentes en el
periodonto, 2) los factores de riesgo del individuo y 3) la reaccion inflamatoria; por
lo que la respuesta inmunoldgica a nivel local y sistémico es semejante a la
desencadenada por cualquier otra enfermedad infecciosa. (Socransky 1998, Haffajee
1998 Tanner 1998)

En el tejido de insercion periodontal la respuesta inflamatoria se presenta con
una gran cantidad de neutrofilos (PMNSs), los cuales ejercen funciones de fagocitosis
y de destruccion en la zona de interaccion de las bacterias y de la superficie tisular;
provocando la presencia de infiltrado inflamatorio, la activacién del sistema inmune,

la cascada del complemento y el sistema productor de citoquinas. (Asman 1997)

De tal forma, la respuesta inflamatoria es muy efectiva para prevenir
infecciones en el tejido gingival y por lo tanto juega un papel de proteccion. Sin
embargo, también puede causar dafio a los propios tejidos, donde la duracion

prolongada de la enfermedad produce que las células inflamatorias e inmunes se
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filtren a los tejidos y liberen distintas sustancias que dafian a éstos directa e

indirectamente.

La mayoria de las sustancias liberadas de las células inflamatorias e inmunes,
se concentran en un exudado caracteristico de procesos inflamatorios que se
observan en la gingivitis y en la periodontitis. Dicho exudado es conocido como
fluido gingival crevicular (FGC) y en éste es posible identificar a las citoquinas
proinflamatorias: interleuquina 1-beta (IL-1B) y al factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-0). Ambas citoquinas son mediadores del proceso inflamatorio porque
modulan los componentes extracelulares de los tejidos conectivo y 6seo en el
periodonto vy, en la enfermedad periodontal, se presentan en niveles muy elevados en
el FGC y en el suero. (Eley 1998, Figueredo 1999, Engebretson 1999)

Al estar presentes en el FGC, se considera que dichos marcadores
inmunoldgicos pueden tener interés diagnostico en la gingivitis y en la periodontitis
cronica al asociarseles a la fase activa de esta enfermedad. Sin embargo, se reconoce
que en la actualidad no se conoce del todo cuales son los factores esenciales, ni desde
el punto de vista de la etiologia, ni de la respuesta del hospedador, los responsables

de las diferencias entre ambos fenotipos.

Con base a lo anterior, atendiendo a la necesidad de profundizar en el
conocimiento previo basado en la observacion de vinculos entre la flora microbiana y
la respuesta inmunoldgica en la gingivitis y su progresion a periodontitis; fue que se
planted realizar - tomando una muestra de poblacion mexicana -, un estudio de
cohortes prospectivo, para tratar de encontrar aspectos diferenciales en cuanto a los
factores etioldgicos y a la respuesta del hospedador, utilizando para ello la
cuantificacion de IL-1B en el FGC como marcador inmunoldgico, relacionandolo a
su vez con marcadores microbiolégicos y clinicos en pacientes con gingivitis y con

periodontitis crénica moderada.
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HIPOTESIS

» La presencia de bacterias periodontopatdgenas en individuos con

periodontitis es mayor que en individuos con gingivitis.

= La presencia de IL-1p como marcador de respuesta inflamatoria y
de mediador de la destruccion del aparato de insercién es mayor
en los individuos con periodontitis que en los individuos con
gingivitis.

= EIl tratamiento periodontal es capaz de reducir significativamente
los niveles, tanto de patdégenos como de marcadores de la
respuesta inflamatoria, lo cual ocurre ya sea en la periodontitis

como en la gingivitis.

OBJETIVOS

GENERAL

Analizar la flora microbiana periodontal para detectar la presencia de
microorganismos patégenos y el fluido gingival de sujetos con gingivitis y
periodontitis crénica moderada, para conocer la respuesta inflamatoria a través de la
presencia de la IL-1p como posible marcador inmunologico en el diagnostico y

tratamiento de la enfermedad.
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ESPECIFICOS

> Identificar las bacterias periodontopatégenas de muestras de pacientes
con gingivitis y periodontitis cronica moderada en las fases
preoperatoria, postoperatoria y de mantenimiento; pertenecientes a
una poblacién sumi-urbana que acude a las clinicas estomatologicas
Tepepan y San Lorenzo Atemoaya de la Universidad Auténoma
Metropolitana, ubicadas en la periferia del area metropolitana de la

ciudad de México.

» ldentificar en el fluido gingival de muestras de pacientes con
gingivitis y periodontitis cronica moderada, la presencia de IL-1 en
las fases preoperatoria, postoperatoria y de mantenimiento.

» Evaluar y comparar las variables respuestas: clinicas, microbiologicas
y bioquimicas (inmunoldgicas) en las fases preoperatoria,
postoperatoria y de mantenimiento entre el grupo de pacientes con
gingivitis y el grupo de pacientes con periodontitis.
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2. METODOLOGIA
Materiales y Métodos
Materiales (Anexo VI)
2.1. Pacientes.

Se selecciond de una poblacion mexicana suburbana que acude a las clinicas
estomatoldgicas de San Lorenzo Atemoaya y de Tepepan, de la Unidad Xochimilco
de la Universidad Autonoma Metropolitana, ubicada en la ciudad de México, Distrito
Federal; dos grupos de sujetos adultos: con gingivitis y con periodontitis cronica
moderada.

Criterios de inclusion.
» Sujetos adultos con edad de 20 a 65 afios de edad.

» Diagnostico clinico y radiografico de gingivitis (evidencia de
inflamacion gingival: aumento de volumen, enrojecimiento y
hemorragia al sondaje, no hay pérdida de insercién), periodontitis
cronica moderada (pérdida de insercion en tres 0 mas sitios en todos
los cuadrantes, presencia de bolsas periodontales con una profundidad
de 5 mm a 7 mm en tres 0 mas sitios en todos los cuadrantes,
evidencia radiografica de pérdida 6sea de un tercio a un medio de la
longitud de la raiz en tres o mas sitios de todos los cuadrantes,
sangrado al sondaje en tres 0 més localizaciones de cada cuadrante,
asi como movilidad grado | a Il localizado en uno 0 mas de los cuatro

cuadrantes).
» Pacientes que no hayan recibido tratamiento periodontal.

» Pacientes que participan voluntariamente en el estudio con firma de

consentimiento informado.
Criterios de exclusion.
» Pacientes que padezcan enfermedades sistémicas.

» Pacientes que se les ha administrado antibidticos o
antiinflamatorios.
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» Pacientes que presenten patologia oral no relacionada a
gingivitis y periodontitis cronica..
» Pacientes con cualquier proceso patoldgico a nivel sistémico

con manifestacién de inflamacién crénica o aguda.

> Pacientes que abandonen la investigacion en la fase

preoperatorio y/o postoperatoria.

2.2. Terapia periodontal.

Terapia periodontal no quirdrgica (raspado y alisado subgingival)

% Terapia causal inicial. Consisti6 en instruccion en higiene
oral (H.O) y tratamiento periodontal no quirdrgico que
consistio en raspado y alisado subgingival asi como la
eliminacion de sitios retenedores de la biopelicula

supragingival y subgingival.

2.3 Disefio del estudio.

Estudio de cohortes prospectivo.

Tiempo.

Fase de seleccion. En las ocho primeras semanas de iniciado el
estudio. Se hizo el monitorizacion de las variables clinicas,

microbioldgicas y bioquimicas en los sujetos de estudio.

Fase inicial (Fase 1). Tres sesiones en un mes. Se realizd
instruccion sobre las medidas de H.O, se evalud el control de la
biopelicula supragingival por parte del paciente para mantener un
estandar de higiene adecuado. Eliminacion de factores retentivos

de biopelicula supragingival.

Fase terapéutica. Cuatro sesiones de 45-60 minutos. Un cuadrante
por semana. Completando el tratamiento en un mes. Se realizd
tratamiento periodontal convencional no quirdrgico: raspado y

alisado subgingival .
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= Fase pos-terapéutica (Fase 2) Una sesiéon a los dos meses del
tratamiento periodontal no quirdrgico. Se realizo la monitorizacion

de las variables clinicas, microbiologicas y bioquimicas.

= Fase de mantenimiento (Fase 3) Una sesion a los seis meses de la
fase pos-quirdrgica. Se realiz6 la monitorizacion de las variables
clinicas microbioldgicas y bioquimicas, se dio nueva instruccion e

instrumentacion de los sitios periodontales con reinfeccion.

2.4. Variables Respuestas.
2.4.1. CLINICAS.

> Indice de placa de Quigley y Hein modificado por Turesky.
(Genco 1998)

Valor Criterio
0 Ausencia de placa.
1 Superficie dental a nivel del margen gingival con localizacion

de acimulos de placa aislados.

2 Superficie dental cubierta por una banda de placa delgada
y continua ( aproximadamente 1 mm), a nivel del margen
gingival.

3 Superficie dental cubierta en menos de un tercio por una
banda de placa superior a 1 mm.

4 Superficie dental cubierta entre un tercio y dos tercios por
una banda de placa.

5 Superficie dental cubierta en méas de dos tercios por una

banda de placa banda de placa.

Para su realizacion se utilizaron comprimidos de eritrosina. (Gram +).
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Se obtuvo el indice con base al porcentaje de las localizaciones con placa.
(Genco, 1998)

> Indice gingival (GI) de Loe y Silness. (Genco 1998)

Valor Criterio (Genco 1998)
0 Encia sana.
1 Inflamacion moderada con cambio de color ligero y

edema, sin hemorragia al sondeo.

2 Inflamacién moderada, enrojecimiento, edema,

hipertrofia con hemorragia al sondeo.

3 Inflamacion severa, enrojecimiento y edema
marcados, ulceracion y tendencia a hemorragia

espontanea.

»  Medicion de la profundidad de la bolsa periodontal. (Genco 1998,
Papapanou 2005)

X2 Es la distancia del margen gingival a la base del surco

L)

gingival o unién epitelial.

R/
L X4

Se mide con una sonda de graduacién variable.

X3

X2 Se miden seis localizaciones por diente. Tres por la superficie
bucal y tres por la superficie lingual o palatina: mesial, media

y distal.

Se ha de tener en consideracién que el margen gingival esta sujeto a
cambios de posicion, ocasionados por una inflamacién o recesion, por lo que
se debe tener un punto fijo de medicion como es la unidon cemento- esmalte
(UCE).
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> Indice de enfermedad periodontal de Ramfjord. (Sondaje del nivel
de insercion en relaciéon a la union UCE. (Genco 1998, Papapanou
2005)

*,

%+ Se realizara el sondaje para valorar el nivel de insercion a partir de

la UCE a la unidn epitelial.

o
A5

% Se mediran seis localizaciones por cada diente, tres por la
superficie bucal y tres por la superficie lingual o palatina: mesial,

media y distal.

La graduacion que se obtiene del margen gingival a la UCE se registra como
valor positivo si el margen es coronal a la UCE o como valor negativo si es apical.
Por la adicion o sustraccion de las medidas del margen gingival a la UCE a la base de

la bolsa o del surco, se obtendra el nivel de insercion.

Para obtener un valor de referencia y poder efectuar comparaciones después
del tratamiento, el promedio de los seis valores del nivel de insercién inicial en mm
del total de dientes se toma como 100 por ciento, y al valor en mm correspondiente,
se le resta, después del tratamiento, el promedio de los valores obtenidos en mm del
nivel de insercion de todos los dientes. La diferencia obtenida en porcentaje, es el

indice de ganancia de insercion. (Genco 1998)

»  Movilidad dental (Genco 1998, Papapanou 2005)

Grado Criterio
1 Movilidad dental menos de 1mm en direccion

vestibulo-lingual.

2 Movilidad dental de 1 a 2 mm en direccion vestibulo-
lingual.

3 Movilidad dental en direccion vestibulo lingual y
ocluso-apical.
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»  Examen radiografico

Mediante técnica intrabucal paralela con proyecciones perpendiculares

a la tangente del arco dental; asi como de aleta de mordida.

2.4.2 MICROBIOLOGICAS.

% Toma de muestra microbioldgica con tiras de papel estéril.

1. Las muestras microbioldgicas se obtuvieron siguiendo la

técnica de Mombelli.
Técnica de Mombelli

Esta técnica se utilizé para la toma de muestra microbioldgica y de fluido
gingival crevicular (FGC). La colocacion exacta de la tira de papel y el periodo de
tiempo influye en la composicién de la coleccion de FGC. La colocacion de la tira de
papel bien adentro del surco gingival o bolsa periodontal induce a un flujo regular de
exudado mientras que muestreos repetidos reduce el volumen de fluido asi como sus
componentes por unidad de tiempo. La muestra tomada por periodos largos toma
principalmente exudado de los vasos mas que el contenido del surco. Asi, una
muestra tomada por 30 segundos 0 menos, con la colocacion de la tira de papel en el
surco, es ideal ya que asegura una muestra de suficiente tamafio para ser analizada.
(Eley 1998, Hartroth 1999)

1. Se eligieron los dientes con mayor profundidad de cuatro localizaciones

una de cada cuadrante (Mombelli 1991)
2. Se aislaron los dientes con gasa estéril.
3. Seelimind la placa supragingival con cureta.

4. Se secO la zona con jeringa de aire evitando dirigir el aire al suco gingival

0 bolsa periodontal seguln la patologia.

5. Se insertaron dos tiras de papel estéril en el surco gingival o bolsa

periodontal hasta que se sintié una leve resistencia de los tejidos
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6. Las tiras de papel se insertaron de forma consecutivas, cada una por un

periodo de 10 segundos.

7. Se eliminaron del estudio aquellas tiras contaminadas con saliva o
sangre. (Hartroth 1999)

2. Posteriormente se transfirieron inmediatamente a un vial
conteniendo 1,5 mL de Medio Reducido de Transporte (RTF).
(Anexo I). (Syed y Loesche, 1972; Herrera'y Winkelhoff, 1998)

3. Los microtubos se etiquetaron con el nimero de muestra que se le
asigno a cada paciente seleccionado para el estudio.

4. Las muestras se procesaron a las dos horas siguientes a su
recoleccion.

%  Procesado de la muestra

Dispersién.

Las muestras iniciales (0) se mezclaron con el aparato vortex durante 30

segundos.

Dilucién.

A partir de la muestra (0), se realizaron 4 diluciones sucesivas a la décima
parte, con una solucién amortiguadora de fosfato (PBS) a pH neutro (anexo 1),
utilizando tubos Eppendorf estériles para éstas asi como micropipetas. Antes de

realizar la inoculacion, cada dilucion se mezcla la dilucion en el vortex por 15

segundos.

Inoculacién.

Posteriormente, 0,1 mL de la muestra diluida se inoculan con una

micropipeta sobre las placas que contienen los medios de cultivo, los cuales son:

> Agar-Sangre (no selectivo). (Anexo II).

> TSBV (selectivo). (Anexo I11).

87



Metodologia

Se incubaron las diluciones 1:10 (1); 1:100 (2); 1:1000 (3); 1:10000 (4);
en medio de agar-sangre y las diluciones 1:0 (0),1:10 (1); y 1:100 (2), en medio
de TSBV.

Incubacion.

El medio de cultivo no selectivo de agar-sangre se incub6 a 37°C durante
siete dias con las cajas Petri en posicion invertida, en jarras de anaerobiosis con
sobres generadores de hidrogeno (H,), mas diéxido de carbono (CO,). Para la
busqueda de las siguientes bacterias: P.gingivalis, P. intermedia, F.nucleatum, T.
forsythia, P. micra, C. rectus sp. y Actinomyces sp.

El primer periodo para la observacién microbiana fue de siete dias, siendo
necesario otro periodo de siete dias mas, para poder observar especies de

crecimiento lento (total, 15 dias).

El medio de cultivo selectivo de soja tripticasa-bacitracina-vancomicina
(TSBV) se incub6 a 37°C de 3 a 5 dias al 5% de CO,, Para la recuperacion de A.

actinomycetemcomitans. (Herrera 1998)

X2 Identificacién de Especies Bacterianas

El andlisis de las colonias en medio no selectivo agar-sangre se realizd de

acuerdo a diferentes técnicas como son: Identificacion morfoldgica y microscopica,

tincion de Gram, prueba BIG, incubacion en medio SIM para prueba de indol, y por

el sistema de actividad enzimatica: APl ZYM.

En el medio selectivo TSBV se analizaron las bacterias por identificacion

morfoldgica siempre con iluminacién inferior, tincién de Gram, reaccion positiva a la

catalasa (3% H,0;). Incubacién en medio SIM para prueba del indol, (Anexo V)

actividad enzimatica por el sistema: APl ZYM vy tincion de Gram (Anexo V). (Slots

1981, Loesche1992,Mac Faddin 1993, ,Hartroth 1999)
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MEDIO NO SELECTIVO DE AGAR-SANGRE

En el periodo de siete dias se identificaron P.gingivalis, P.intermedia, F
nucleatum, P.micros, C.rectus y Actinomyces sp. Las especies anteriores a excepcion
de P.gingivalis se contaron en este periodo. Los microorganismos T.forsythia y

P.gingivalis se contaron en el periodo de catorce dias.

IDENTIFICACION MORFOLOGICA

La identificaciobn morfologica se realizd a través de una lupa American

Optical Corporation, modelo 561- 1.

Porphyromonas gingivalis). Son pequefias colonias redondas cuyo color en el
periodo de una semana es verde, rojo o rosa y en el lapso de dos semanas se puede
observar un aspecto de pigmentacion obscura, como puede ser totalmente café o
negro. Llega a presentar puntos obscuros sobre un color amarillo o pequefas
manchas en el centro o bien un aspecto nuboso cercano a su contorno. Su forma es
marcadamente convexa y su contorno bien definido, asi como también presentan un

halo B-hemolitico.

Existe una variedad de textura rugosa, su color y su tamafio es el mismo, pero
en el centro de la colonia se presenta una depresion perdiendo asi su convexidad, y

dando a la colonia un aspecto rugoso hacia la parte interior.

Prevotella intermedia (Pi). Son colonias méas grandes y mas planas que las

P.gingivalis, son redondas y su contorno puede ser irregular o bien definido.

Se dificulta la identificacion entre estas dos bacterias pigmentadas de negro a
las dos semanas de incubacién ya que éstas adquieren ese color en este periodo,

aunque las colonias de P.gingivalis no son tan oscuras como las de P.intermedia.

Parvimonas micra. Se presenta como una colonia muy blanca. Se pueden

identificar dos formas y se cuentan como una:

e Lacolonia de aspecto rugoso se observa con un contorno rugoso, son
pequenas, brillantes y presentan halo B-hemolitico alrededor. A las

dos semanas todavia se pueden ver.
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e La colonia de aspecto liso esta perfectamente circunscrita, aungque es
pequefia es mas grande que la rugosa y también tiene halo B-
hemolitico, en un periodo de dos semanas es muy dificil de
identificar.

Campylobacter rectus. Son colonias pequefias cuyo crecimiento es hacia el
agar, el centro de la colonia es mas alto que el resto, presenta lineas brillantes y
puntos simulan ser los limites de un valle; su contorno se compone de dos anillos,
uno externo que es una linea ondulada Yy otro interno que es mas angosto y éste es
del mismo color del agar. El color de la parte interna va progresando de un color gris
suave no denso hacia el centro, donde el color es més denso, casi blanco. La colonia
se observa tanto en el contorno como en el centro con un difuso. El tamafio de la
célula es de 0,5 x 2 a 4 um, con terminaciones redondeadas, moviles, estimuladas por
formato y fumarato, asacarolitica, benzidina positiva, catalasa negativa, oxidasa
negativa y sensible a la tincion y los antibidticos. Es anaerobia estricta Gram-

negativa .

Fusobacterium nucleatum. Son colonias que se presentan con morfologia
muy variable. Se observan de color verde a rosa y pueden ser fluorescentes; el color
no es denso pero puede presentar filamentos de un material viscoso. El contorno se
puede presentar bien definido o como una linea ondulada. La colonia puede estar
esparcida o elevada y en algunos casos con forma de un bal6n en el centro. La

colonia puede tener un halo de un color rosa.

Como puntos claves de identificacion para estas colonias debe tomarse en

cuenta lo siguiente: color, filamentos, fluorescencia, aspecto viscoso y halo rosa.

Actinomyces sp. Se presentan con una morfologia variable. Se pueden
observar como colonias de forma convexa con un centro rojo fuerte y un anillo
blanco alrededor o bien de color que varia de gris blanquecino a crema. Asi mismo,
pueden tener una morfologia con un contorno circular bien definido o ser irregulares
y por la parte interior presentar un aspecto con divisiones rugosas densas. Se pueden

presentar quebradizas, secas y adherentes o de textura lisa mucoide.

Tannerella forsythia. Se observan como colonias pequefias con un color gris

en el centro y rosa en el contorno. La parte central se observa brillante y con un
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anillo alrededor que tiene aspecto turbio. Se pueden presentar colonias de forma
redonda o como colonias esparcidas de bordes irregulares y el contorno no es bien
definido. La colonia presenta un punteado blanco del centro al contorno, y poca
densidad. Su aspecto es ligeramente convexo. Las colonias pueden aumentar de
tamafio dependiendo de las colonias vecinas. En ocasiones las colonias pierden el

centro tomando un aspecto de anillo.

MEDIO SELECTIVO DE AGAR SOJA TRIPTICASA-BACITRACINA-
VANCOMICINA

En el periodo de tres a cinco dias se identifico A.actinomycetemcomitans.
IDENTIFICACION MORFOLOGICA.

Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Se presentan con un tamafio
variable dependiendo del nimero de colonias en la caja Petri. Pueden ser pequefias o

muy pequenas.

Forma y contorno: Son colonias pequefias con un contorno irregular y oscuro,
su aspecto es granuloso como superponiéndose lineas onduladas. Se observa la parte
interna elevada con un aspecto granuloso y estriado de color café. Se presenta un
dibujo interno de forma entrecruzada y su aspecto no es transparente como el resto
de la superficie, su color es anaranjado oscuro y esta se puede presentar punteada. El
color desaparece con la iluminacién inferior y se observa la colonia transparente con
un dibujo interno en forma de estrella o margarita. El contorno de este dibujo es

irregular y opaco asi como el contorno de la colonia.

La identificacién se realizé con iluminacién inferior.

SUBCULTIVOS EN AGAR-SANGRE.

Para poder identificar de manera definitiva a las bacterias pigmentadas de
negro, se realizaron subcultivos de éstas, es decir, de las placas donde se inocularon
por un periodo de siete dias; se inoculd de nuevo por placa las diferentes especies
que crecieron en éstas y se volvieron a incubar por otro periodo de siete dias junto
con las cajas originales. Como son: Porphyromonas gingivalis y Prevotella

intermedia.
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RECUENTO DE LAS UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS

La cantidad total de las colonias se realiz6 sobre las placas de Petri con 20 a
500 colonias con un contador para colonias. El porcentaje de la flora total cultivable
es calculada en relacion a este niumero y de acuerdo a la dilucion de la placa Petri en

la cual la especie se contaba.

IDENTIFICACION POR OBSERVACION MICROSCOPICA:

ESPECIES TINCION GRAM  FORMA RESPIRACION
Porphyromonas gingivalis - bacilos cortos anaerobios estrictos
Prevotella intermedia - bacilos cortos anaerobios estrictos
Campylobacter recta - bacilo curvo anaerobios estrictos
Tannerella forsythia - bacilos anaerobios estrictos
Fusobacterium nucleatum - filamentos anaerobios estrictos
Parvimona micra - cOCos anaerobios estrictos

Actinomyces sp. + bacilos y fila anaerobios facultativos

Aggregatibacter
actinomycetemcomitans - cocos/bacilos anaerobios/capnofilico

Cfr. (Bergey, Liébana 2002, Nisengard 1998, Herrera 1998)
2.4.3 RESPUESTA DEL HOSPEDADOR.
Cuantificacion de Marcadores Bioquimicos.

% Toma de la muestra del Fluido Crevicular Gingival (FCG)

» Las muestras de FCG se recogieron segun la técnica de Mombelli.
Antes descrita. (Eley 1998)

» Se transfirieron al Periotron® 8000 para cuantificar el volumen de
FCG obtenido.

» Se introdujeron en un tubo Eppendorf de 1,5mL

» Se conservaron a -70°C hasta que se procesaron.
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« Calibracion del Periotron® 8000

Consistié en la construccion de una grafica de calibrado cuyo objetivo es

transformar las lecturas digitales para cada tira de papel en volumen asi como evaluar

la precision del instrumento. (Anexo VII)

Procedimiento:

>

Se construyeron seis curvas de respuesta para cada fluido: suero
humano de un mismo donador, cloruro de sodio grado analitico al
0,85% y agua bidestilada .

Se utilizaron tiras de papel donde se absorbi6 de manera
independiente, volumenes conocidos de suero, de suero diluido

1:5 en solucion salina fisioldgica y de agua bidestilada.

Se realiz6 un barrido de 0,05 a 1mL, los volumenes aplicados
fueron: 0,05, 0,1, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 y 1 uL utilizando una jeringa
de alta precision Hamilton ® de 1p L.

Cada medicién se realizO con muestras independientes por

triplicado.

Se determinaron la linealidad, precision y exactitud de la respuesta
del sistema para traducir las unidades de capacitancia del
Periotron® a los respectivos volimenes de cada fluido estudiado.
(Ver Anexo VII).

Se realiz6 un estudio de regresion cuadratica para obtener la
formula y la gréfica que traduce las unidades de capacitancia del

Periotron® a volumen.

(Segun instrucciones del fabricante.)

«» Obtencion del Suero Humano

Procedimiento.

1. Se obtuvo la muestra de sangre periférica de 3mL en cada calibracién

del mismo individuo sano.

93



Metodologia

94

2. Se depositd en un tubo de ensayo la sangre por 30 minutos hasta su

coagulacion.
3. Se desprendid6 la sangre de las paredes con un agitador de plastico.

4. Se centrifugd por 15 minutos a 1000 x g hasta obtener la separacion

del suero.

5. Se extrajo el suero del tubo de ensayo con una micropipeta y se coloc

en un micro tubo Eppendorf.

6. Se guardd a -70°C hasta su utilizacion.

«» Caélculo del Volumen con el Periotron® 8000
Descripcion del Proceso:

» Los sensores del instrumento se limpian con metanol puro entre cada

lectura secuencial.

» La lectura digital obtenida por el Periotron® 8000 en cada tira de
papel se transforma en volumen de FGC con una curva de calibrado

del instrumento (descrita en el apartado anterior).

» Una vez calculado el volumen, cada tira se introduce en un tubo

Eppendorf y se almacena a -70°C para un analisis posterior.

¢ Elucion de las muestras de FCG de las tiras de papel.
Descripcion del proceso:

> Las tiras de papel previamente colocadas en un tubo Eppendorf de
15 mL y congeladas se sacaron del congelador para que

estuvieran a temperatura ambiente.

» Se le agregaron 100 pL de solucion PBS (amortiguador de fosfato)

a un pH de 7,4 a cada microtubo Eppendorf.

> Se agito el tubo Eppendorf conteniendo las tiras y la solucion
PBS.



Metodologia

» Las tiras de papel se desecharon y los sobrantes de cada muestra
se colectaron con micropipetas de 20 a 200 pL (Finnpipette.

Termo-Labsystems) en tubos Eppendorf estériles.

» Los resultados obtenidos posteriormente se valoraron mediante la
técnica inmunoenzimética de ELISA, para determinar las

cantidades de citoquina 1 presentes en el FGC.

% Determinacion Cuantitativa de Interleuquina 1 humana (IL-1p) en
Fluido Gingival Crevicular mediante la Tecnica Inmunoenzimatica
de Elisa

Preparacion de Reactivos
Solucién de lavado
Procedimiento

1. Se diluyeron en un frasco 20 mL de concentrado amortiguador de lavado

en agua destilada para preparar 500 mL de solucion de lavado.
Solucioén Substrato

1. Se mezclaron en un frasco volimenes iguales de solucién reactivo color

Ay solucion reactivo color B.
2. Se utilizaron a los 15 minutos de su preparacion.
3. El frasco se protegid de la luz con papel aluminio.
Solucién Estandar IL-15
1. Se reconstituyd el estandar IL-1B con 5 mL de diluyente calibrador RD6.
2. Se produjo una solucion de reserva de 250 pg/mL.
3. Se dejo en reposo la soluciéon por un minimo de 15 minutos.
4. Se agito suavemente antes de hacer las diluciones.
5. Se adicionaron 500 pl de diluyente calibrador dentro de cada tubo.

6. Se produjeron diluciones en serie considerando que la solucion estandar
no diluida sirve como un estandar alto (250 pg/mL). La solucién diluida

sirve como blanco de reactivos (0 pg/mL).

95



Metodologia

7.

Las diluciones obtenidas fueron 125 pg/mL; 62,5 pg/mL; 31,2 pg/mL,;
15,6 pg/mL; 7,8 pg/mL; 3,9 pg/mL.

Procedimiento estuche de ensayo inmunoenzimatico IL-1p.

Las muestras y los estdndares se valoraron por duplicado para evitar errores

en la metodologia.

Todos los reactivos y las muestras estuvieron a temperatura ambiente antes de

ser procesados.
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1.

Se prepararon todos los reactivos y se trabajaron los estandares de manera

directa en secciones previas
Se saco la placa pozos de la bolsa metalica que posteriormente se utilizo.

Se adicionaron 50 pL de diluyente RDIC en cada pozo con una pipeta
multiple Este diluyente contiene un precipitado por lo que se debe

mezclar bien antes y durante su uso.

Se agregaron 50 pL de solucién estdndar o muestra por pozo con una
micropipeta. Se cubrieron con una tira adhesiva por dos horas a
temperatura ambiente. Se realiz6 un plan de distribucion de los pozos para
el registro de los estandares y las muestras ensayadas.

Cada pozo se aspir0 y lavo, repitiendo el doble proceso para un total de
tres lavados. El lavado se realiz6 con el llenado del pozo con 200 pL de la
solucion de lavado utilizando una pipeta mdltiple. La eliminacion
completa del liquido en cada paso es esencial para una buena verificacion.
Después del ultimo lavado se eliminaron todos los remanentes de solucién
de lavado por decantamiento. Se invirtié la placa y se seco contra una

toalla de papel limpia.

Se afiadié 200uL de conjugado IL-1p en cada pozo se cubrieron con una

nueva tira adhesiva. Se incub6 por dos horas a temperatura ambiente.
Se repitid el aspirado y lavado del paso 5.

Se afiadié 200 pL de solucion sustrato a cada pozo. Se incubd por 20

minutos a temperatura ambiente. Protegido de la luz.
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9. Se afiadié 50 pL de solucion para detener la reaccion en cada pozo y se

verifico el color de la reaccion.

10. Se determind la densidad optica de cada pozo a los 30 minutos a 450 nm.

Si la correccion de la longitud de onda (L) est4 disponible se lee a 540 nm

0 570 nm.

11. Cada ensayo graficO una curva patron, asi como se ajustd a cero en la

lectura por duplicado de un pozo.

(Cfr. Manual de Inmunologia IPN, México, 2001, e inserto del fabricante, Weir 3°
ed.)
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ANALISIS DE LOS DATOS

1. Calculo de tamafo de la muestra.

A partir de las proporciones maxima (P) y minima (p) de una poblacion de
pacientes de conveniencia con el tipo de patologia a estudiar, se seleccionaron 52
individuos paraunaP =0,3 y p=0,05; a=0.05 y B=0,05, por muestreo simple.

El paquete estadistico utilizado fue el JUMP® 5,3

2. Andlisis de las diferencias intra-grupos.

Se realizaron ensayos estadisticos para comparar el grupo de gingivitis frente
al de periodontitis, para variables continuas, aplicando la prueba de “t” de Student, y
para variables categoricas se utilizé la prueba de Tukey-Kramer; de este modo se
pretendié hacer evidente si existe diferencia o no significativa con una p < 0,0001
entre las fases inicial, pos-terapéutica y de mantenimiento, de cada patologia en

estudio.

3. Analisis de las diferencias inter-grupo entre la fase inicial, tras el

tratamiento periodontal y mantenimiento.

El ensayo estadistico aplicado fue para grupos independientes: la patologia de

gingivitis frente a la de periodontitis, con una p o 0,05 con la prueba de Pearson.
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Al inicio de la investigacion se tuvo un total de 52 individuos participantes,
21 en el grupo control (pacientes con gingivitis), y 31 en el grupo experimental
(pacientes con periodontitis crénica moderada); sin embargo, 17 pacientes no
concluyeron el periodo de tratamiento por razones no asociadas con el mismo: 3 en
el grupo control y 14 en el grupo experimental. Por lo tanto, se replante6 la poblacion
objetivo.

Para las dos patologias en estudio (gingivitis y periodontitis cronica), se
designd un grupo de pacientes de aquellos que acudieron a las clinicas
estomatoldgicas de la UAM-Xochimilco, ubicadas en las zonas suburbanas de San
Lorenzo Atemoaya Yy de Tepepan — al sur de la ciudad de México, D. F. — y que
cumplieron con los criterios de inclusion previamente establecidos. Ambos grupos de
pacientes recibieron el tratamiento periodontal no quirdrgico en las tres visitas o
fases establecidas. Las variables de respuesta clinicas de indice de placa (Quigley Yy
Hein, modificado por Turesky) e indice gingival (L6e y Silness), se obtuvieron
mediante el célculo del porcentaje (%) tanto de los registros obtenidos por cada
sujeto en cada visita de monitorizacion, como del promedio de los datos de todos los
individuos por grupo de estudio por cada visita o fase.

La profundidad de surco (para el caso de la gingivitis) y la de bolsa (para la
periodontitis cronica), asi como el nivel de insercion por cada sitio, fueron el
resultado del promedio de las medidas obtenidas por cada sujeto y el promedio de los
datos de todos los individuos por grupo, por cada fase del tratamiento. La movilidad
dentaria se equipard con un indice y se obtuvo el promedio en cada sujeto y por el
grupo, por visita o fase de tratamiento.

Las variables de respuesta microbioldgica fueron obtenidas de la biopelicula
subgingival de los pacientes de los dos grupos en estudio y se expresaron a traves de
la prevalencia bacteriana, valorada ésta como el porcentaje de UFC/mL por especie
periodontopatdgena por sujeto y por fase, asi como por el total de UFC/mL de las
especies periodontopatdgenas presentes por individuo y por fase.

Las variables de respuesta bioquimicas fueron: 1) la concentracion de IL-13

en el FGC expresada en pg/ul y 2) la cantidad total de IL-1B en pg, cuyos valores
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fueron el resultado del promedio de las determinaciones de este compuesto en el
volumen de FGC obtenido por individuo por fase.

VARIABLES DEMOGRAFICAS

La Tabla I, asi como las graficas 1 y 2, muestran las caracteristicas de edad y
género del total de los 35 sujetos involucrados en la fase de seleccién del estudio. El
promedio de edad de los participantes en los dos grupos de patologias estudiadas fue
de 49,5 afios, con una desviacion estandar de 12,4 (49,5 = 12,4 afios). En cuanto al

género, fue mayor el porcentaje de mujeres en los dos grupos de estudio.

VARIABLES DE RESPUESTA CLINICAS

indice de Placa (IP)

En la tabla Il se presenta los valores obtenidos en porcentaje, del parametro
clinico de indice de placa (IP) de los 18 sujetos con gingivitis y de 17 sujetos con
periodontitis crénica, en cada una de las tres fases del estudio, donde se muestra las
diferencias intragrupo e intergrupo. Las diferencias intragrupo muestras la existencia
de una diferencia estadisticamente significativa (p < 0,0001). Estos datos, junto con
el grafico 3, permiten la observacion en ambas patologias, de una disminucién del IP
evaluada mediante las pruebas “t” de Student y Tukey — Kramer en las tres fases del
tratamiento: (1) fase inicial, (2) después de 2 mes de tratamiento terapéutico no
quirargico y (3) en la etapa de mantenimiento, a los 6 meses posteriores a la fase 2.

Se observa con claridad que la reduccion en el nivel de IP llega a su menor
valor en la fase 3 del tratamiento para el caso de los pacientes con gingivitis. Para el
caso de los pacientes con periodontitis también fue significativa la disminucion de la
fase 1 a la 3; no obstante, la principal reduccion ocurrié después de 2 meses del
tratamiento no quirurgico (fase 2) y entre ésta y la fase 3 (de mantenimiento), si bien
hubo una disminucién promedio del IP en el total de pacientes atendidos, la

diferencia entre éstas dos fases no fue significativa.
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Tabla I. Género y edad de los sujetos participantes en la fase de seleccion del
estudio. (n=18) en gingivitis y (n=17) en periodontitis.

GINGIVITIS PERIODONTITIS

Género Edad Género Edad
F 79 F 53
F 40 F 66
F 40 F 48
F 30 F 54
F 40 F 26
F 33 F 49
F 35 F 50
F 56 F 59
F 46 F 54
F 28 M 27
F 47 M 42
F 28 M 44
F 20 M 72
F 24 M 63
M 48 M 51
M 19 M 50
M 47 M 35
M 50
Pacientes Afos Femenino (F)  Masculino (M)
Gingivitis 18 X =39 7% 23%
Periodontitis 17 X =49 53% 47%
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Caracteristicas de edad de los pacientes con Gingivitis y
Periodontitis que participaron en el estudio

GINGIVITIS

6€

PERIODONTITIS

afios de edad

Gréfica 1. Caracteristicas de edad de los dos grupos de pacientes que
participaron en el estudio. La edad promedio fue de 39 afios para el

grupo control (gingivitis) y de 49 afios para el experimental
(periodontitis).

Caracteristicas de la distribucion por género de los pacientes
con Gingivitis y Periodontitis que participaron en el estudio

80% W/
60%-
40%-
20%-

0%- PERIODONTITIS

GINGIVITIS PERIODONTITIS
OGINGIVITIS

FEMENINO
MASCULINO

Gréfica 2. Caracteristicas de género de los dos grupos de pacientes que participaron
en el estudio. EI mayor porcentaje en ambos casos correspondié al
género femenino (77%, Gingivitis) y (53%, Periodontits).
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Tabla Il. Diferencias intragrupo e intergrupo asi como el valor de p <
correspondiente a cada diferencia respecto al Indice de Placa en
porcentaje, obtenidos de los pacientes con gingivitis y periodontitis
cronica, durante las tres fases de tratamiento en el periodo del estudio.

Fases de indice de Placa (IP) expresado en porcentaje
Tratamiento Gingivitis Periodontitis p a 0,05
1 55,7+ 10,4 33,5+15,0 0,02184
2 63,4 + 20,0 29,2+19,1 0,02128
3 13,7+ 4,9 18,4+ 9,5 0,03096
P< <0,0001 <0,0001

Esta tabla también muestra la p o = 0,05 de grupos independientes: gingivitis
y periodontitis, en donde durante las tres fases del tratamiento las dos patologias son

independientes.

Las graficas 3 y 3” corresponden al grupo de gingivitis y de periodontitis.
Los diamantes (verde), permiten comparar de forma grafica, mediante cada diamante
o rombo, el valor promedio del IP (linea central) y la dispersion de los datos dentro
de un grupo (amplitud del rombo), para cada fase de tratamiento (1, 2 y 3), a partir de
los datos de cada individuo (cuadros negros), por grupo de estudio. De igual forma,
los tres circulos de cada columna de la derecha se emplean como una herramienta
gréafica de los resultados estadisticos del IP con las pruebas de “t” de Student y de
Tukey-Kramer, respectivamente, para hacer evidente, cuando se muestran en forma
independiente, que existe diferencia significativa entre los tratamientos (fases) y
cuando se superponen, indican los tratamientos en los que no hay diferencia

significativa.
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INDICE DE PLACA (IP) EN INDIVIDUOS CON GINGIVITIS EN LAS TRES FASES DEL
TRATAMIENTO PERIODONTAL

80
70—

Indice de placa Gingivitis
8 8
| |
P l% * [ |
}l* [ ]

30 . Y -,
. 1
L B
10—
0 T
2 3 Each Pair All Pairs
Student's t Tukey-Kramer
Fase 0.06 0.06

Gréfica 3. Esquema de diamantes, que compara el valor promedio de IP de los
pacientes con gingivitis, entre las tres fases (1, 2 y 3) de tratamiento
periodontal no quirargico.

INDICE DE PLACA (IP) EN INDIVIDUOS CON PERIODONTITIS EN LAS TRES FASES
DEL
TRATAMIENTO PERIODONTAL
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Gréafica 3”.Esquema de diamantes, que compara el valor promedio de IP de los
pacientes con periodontitis, entre las tres fases (1, 2 y 3) de tratamiento
periodontal no quirdrgico.
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indice Gingival y Sangrado (IG)

En la tabla 11l se presenta los valores obtenidos en el indice del parametro
clinico gingival (IG) de los 18 sujetos con gingivitis y de 17 sujetos con periodontitis
cronica, en cada una de las tres fases del estudio, donde se muestra las diferencias
intragrupo e intergrupo. Para el indice gingival y el sangrado al sondaje se siguié la
siguiente codificacion: inflamacion gingival (IG = 1,0); inflamacion y sangrado al
sondaje (IG = 2,0); inflamacion y sangrado espontaneo (G = 3,0). Se muestran las
diferencias intragrupo a lo largo de las tres fases de tratamiento el IG mostr6 una
reduccion estadisticamente significativa, con una p <0,0001 en las dos patologias.

Tabla Il1. Diferencias intragrupo e intergrupo asi como el valor de p< de indice
Gingival y Sangrado (1G), obtenidos de los pacientes con gingivitis y
periodontitis cronica, durante las tres fases de tratamiento en el periodo del

estudio.
Fases de Indice de Gingival y sangrado (IG)
tratamiento Gingivitis Periodontitis P a0,05
1 1,8+0,2 1,2+0,5 0,03415
2 1,8+04 1,1+0,2 0,07525
3 04+0,1 0,6+0,3 0,03414
P< 0,0001 0,0001

Esta tabla también muestra la dependencia e independencia de grupos
independientes: gingivitis y periodontitis; con una p o = 0,05, en donde durante las
tres fases del tratamiento las dos patologias son independientes.

De manera semejante a lo observado en el grafico 3 y 3” el esquema de
diamantes presentado en las gréficas 4 y 4” describe con claridad la disminucion del
IG en las tres fases del tratamiento: (1) fase inicial, (2) después de 2 mes de
tratamiento terapéutico no quirurgico y (3) en la etapa de mantenimiento, a los 6
meses posteriores a la fase 2 para las dos patologias del estudio; comprobandose en
este caso mediante las pruebas de “t” de Student y de Tukey-Kramer, que la

reduccion en el IG fue significativa para cada fase en ambas enfermedades.

111



Resultados

INDICE GINGIVAL (IG) EN SUJETOS CON GINGIVITIS EN LAS TRES FASES DEL
TRATAMIENTO PERIODONTAL
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Gréfica 4. Esquema de diamantes, que compara el valor promedio de IG de los
pacientes con gingivitis, entre las tres fases (1, 2 y 3) de tratamiento
periodontal no quirdrgico.

INDICE GINGIVAL (IG) EN SUJETOS CON PERIODONTITIS EN LAS TRES FASES DEL
TRATAMIENTO
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Gréfica 4”. Esquema de diamantes (verde), que compara el valor promedio de I1G de
los pacientes con periodontitis, entre las tres fases (1, 2 y 3) de
tratamiento periodontal no quirurgico.

112



Resultados

Profundidad de Surco (PS) y Profundidad de Bolsa (PB)

La Tabla IV muestra el promedio y la desviacion estandar del valor en mm,
de la Profundidad de Surco gingival (PS), de los pacientes del grupo con gingivitis y
de la Profundidad de Bolsa (PB), del grupo con periodontitis asi como el valor de p<
para las diferencias intragrupo e intergrupo; como una medida de referencia sobre el
estado de salud del periodonto en las distintas fases de tratamiento dado a los

pacientes.

En el grupo con gingivitis, se encontrd una diferencia estadisticamente
significativa en el valor de PS entre la fase 1 y la fase 2 del tratamiento, sin que esta
diferencia fuera también significativa entre la fase 2 y la de mantenimiento (fase 3),
con una p > 0,0024. Con relacién al valor de PB en el grupo con periodontitis, el
comportamiento del decremento en el nivel de profundidad de la bolsa entre las tres
fases fue similar al del grupo con gingivitis, con una p < 0,0001. Estos resultados se
pueden observar de manera esquematica en las graficas 5y 5”.

Esta tabla también se muestra una independencia de gingivitis frente a
periodontitis utilizando la prueba de Pearson con una p a 0,05 durante las tres fases

del tratamiento.

Tabla V. Diferencias intragrupo e intergrupo de Profundidad de Surco gingival (PS),
de Profundidad de Bolsa periodontal (PB) asi com el valor de p<y p a
obtenidos de los pacientes con gingivitis y periodontitis cronica,
respectivamente, durante las tres fases de tratamiento en el periodo del

Valores en mm, de Profundidad de Surco gingival (PS) y de
Profundidad de Bolsa (PB), obtenidos por fase de

4 tratamiento
(2]
L‘E GINGIVITIS PERIODONTITIS

PS PB P a 0,05
1 2,1+0,55 4,61+0,74 0,03725
2 1,73+ 0.4 2,65+ 0,60 0,03778
3 1,66 + 0,36 2,59 £ 0,90 0,03596
P< 0,0024 0,0001

estudio.
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PROFUNDIDAD DE SURCO (PS) EN SUJETOS GINGIVITIS EN LAS TRES FASES DEL
TRATAMIENTO PERIODONTAL
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Gréfica 5. Esquema de diamantes, que compara el valor promedio de PS de los
pacientes con gingivitis, entre las tres fases (1, 2 y 3) del tratamiento
periodontal no quirargico.

PROFUNDIDAD DE BOLSA (PB) EN SUJETOS CON PERIODONTITIS EN LAS TRES
FASES DEL TRATAMIENTO PERIODONTAL
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Gréfica 5”. Esquema de diamante, que compara el valor promedio de PB de los
pacientes con periodontitis, entre las tres fases (1, 2 y 3) del tratamiento
periodontal no quirdrgico.
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Nivel de Insercién Epitelial y Movilidad dentaria

La Tabla V muestra el promedio y la desviacién estandar del valor en mm,
de el nivel de insercién (NI) del grupo con periodontitis valorado como indice de
Enfermedad Periodonal (PDI, Periodontal Desease Index, por sus siglas en inglés) y

movilidad dentaria (M).

Como una medida de referencia sobre el estado de salud del periodonto en las
distintas fases de tratamiento dado a los pacientes; el nivel de insercion mostré un
decremento significativo entre las fases 2 y 3 en comparacion con la fase 1
obteniendose entre ellas una diferencia estadisticamente significativa con una
p<0,0001 y la movilidad dentaria (M), si bien presentd una tendencia a disminuir
después de la primera etapa del tratamiento, no hubo una diferencia significativa
entre las tres fases del tratamiento periodontal no quirdrgico, con una p < 0,1588

como se puede observar en la tabla 6 y 6”.

Tabla V. Diferencias intragrupo del Nivel de Insercién (NI) y movilidad dentaria
(M) asi como el valor de p<, obtenidos de los pacientes con periodontitis
cronica durante las tres fases de tratamiento en el periodo de estudio.

Valores en mm, deNivel de Insercién obtenidos por fase de

n tratamiento

& PERIODONTITIS

LL

NI M

1 2,66 £ 0,45 2,05+1,02

2 1,79+0,33 1,76 £ 0,43

3 1,73+ 0,27 1,58 £ 0,50
P< 0,0001 0,1588
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NIVEL DE INSERCION (NI) EN SUJETOS CON PERIODONTITIS EN LAS TRES FASES DEL
TRATAMIENTO PERIODONTAL
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Grafica 6. Esquema de diamantes, con los resultados estadisticos sobre las variable

respuesta clinica de nivel de insercion epitelial (NI) obtenidas en las tres
fases de tratamiento periodontal no quirdrgico en pacientes con
periodontitis cronica.

MOVILIDAD DENTARIA (M) EN SUJETOS CON PERIODONTITIS EN LAS TRES FASES DEL
TRATAMIENTO PERIODONTAL
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Grafica 6”. Esquema de diamantes, con los resultados estadisticos sobre las variable
respuesta clinica de movilidad (M) obtenidas en las tres fases de
tratamiento periodontal no quirdrgico en pacientes con periodontitis
cronica.
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VARIABLES DE RESPUESTA MICROBIOLOGICAS

Los hallazgos clinicos observados en los dos grupos de pacientes del estudio,
se acompariaron por cambios especificos a nivel de la microbiota subgingival; siendo
otro de los aspectos a evaluar en esta investigacion la identificacion de ocho especies
de las diversas bacterias anaerobias, facultativas y capnofilicas patdgenas orales que
pueden coexistir en la placa subgingival. De ese modo se evaluaria también la
prevalencia y la proporciéon de estos microorganismos por individuo, intragrupo e

intergrupo, en las tres fases del tratamiento periodontal.

En los 18 pacientes con gingivitis y los 17 individuos con periodontitis
cronica moderada, se determind el recuento bacteriana total promedio, asi como las
unidades formadoras de colonias (UFC) por especie; obteniéndose en cada caso la
respectiva desviacion estandar. En ambos grupos se observo (tabla VI y grafica 7 y
77), que todas las especies evaluadas presentaron una disminucién en el recuento
bacteriana total con una diferencia estadisticamente significativa de la fase 1 a la fase
2 y de ésta a la fase 3, se mantuvo el nivel reducido de poblacion de bacterias, con
una p < 0,0001. Las pruebas estadisticas aplicadas fueron la de “t” de Student y la de

Tukey—Kramer.

Tabla VI. Resultados de la recuento bacteriana total promedio, en 18 pacientes con
gingivitis y 17 individuos con periodontitis cronica moderada; obtenidos
respectivamente, durante las tres fases de tratamiento periodontal no
quirurgico. Diferencia intragrupo e intergrupo asi como el valor de p<.

RECUENTO BACTERIANA TOTAL PROMEDIO
PATOLOGIA DURANTE LAS TRES FASES DEL TRATAMIENTO
, VALOR
| EASE (UFC / mL x 10°) DE p <
1 2 3

Gingivitis 353,16 £ 0,11 88,72 + 0,07 35,61 + 0,02 < 0,0001
Periodontitis | 318,23 £ 0,13 142,00 £ 0.09 58,17 + 0,05 < 0,0001

P a0,05 0,02354 0,02351 0,02351
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Diferencia de el Recuento Total de Unidades Formadoras de Colonias
Intragrupo e Intergrupo.

La tabla VII presenta las diferencias intragrupo e intergrupo de las patologias
gingivitis y periodontitis, respectivamente, asi como el valor de p <, de los
resultados de las UFC por mL obtenidos para las ocho especies bacterianas, con los
grupos de pacientes de las dos patologias, durante las tres fases del estudio. Al
aplicarse el test de Pearson (p a = 0,05) para grupos independientes, todas las
especies de bacterias analizadas resultaron dependientes, a excepcion de Tannerella
forsythia en la primera fase, Actinomyces sp. en la segunda fase; Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, T.forsythia, F.nucleatum y Actinomyces sp. en la tercera
fase; donde el Test dio una dependencia entre los dos grupos, P. micra en la primera
fase y P.intermedia en la segunda fase fueron independientes estadisticamente pero
no concluyentes como marcadores microbioldgicos, por lo que hay que reafirmar los

datos.

Para P.gingivalis, T.forsythensis, F. nucleatum y P.micra, los datos
obtenidos mostraron recuentos promedio mayores en los sujetos con periodontitis

cronica moderada que en los de gingivitis.

Prevalencia de especies bacterianas en Gingivitis y Periodontitis

Las graficas 8 y 8”7, muestran que en la mayoria de los casos, la prevalencia
de las bacterias tuvo un descenso de la fase 1 a la fase 3, tanto en gingivitis como en
periodontits; sin embargo, para ciertas especies se observo un incremento en la fase 3
con relacion a la fase 1. Asi, para el grupo de pacientes con gingivitis las especies en
las que aumento la proporcion de bacterias fueron: P.gingivalis, P.micra, C.rectus y
Actinomyces sp; de igual forma, en los pacientes con periodontitis el incremento se

observo con las especies: P.micra y C. rectus.
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Tabla VII. Unidades formadoras de colonias por especie, obtenidas durante las tres
fases del tratamiento periodontal no quirtrgico, en 18 individuos con
gingivitis 17 individuos con periodontitis.

GINGIVITIS/
PERIODONTITIS UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS DURANTE LAS VALOR
TRES FASES DEL TRATAMIENTO (UFC / mL x 103) DE
Fase/
p <
Especie bacteriana 1 5 3
283,33 £ 266,23 611,0 £ 119,5 555,56 £ 175,41 >0,0011
" 664,70 £ 757,41 223,52 £ 420,60 141,17 + 234,67 >0,0100
P a0.05 0,5436 0,1048 0,3503
_ 500,00 + 104,31 111,11 + 0,323 222,22 +548,32 | >0,2439
i 174,11 + 262,46 447,06 = 100,19 235,29 £ 0,97 > 28,5
P a0.05 0,9986 0,0685 0,8995
111,11 +£171,11 0.00 + 0.00 111,11 + 471,40 > 0,0033
B 705,88 + 168,88 294,11 + 985,18 0,00 + 0,00 >0,1971
P a0.05 0,0184 0,00 0,00
350,0 + 297,39 150,0 + 194,85 100,67 + 190,82 | > 0,0054
i 982,53 + 642,91 194,18 + 213,14 211,65+ 161,64 |>0,0010
P a0.05 0,3425 0,2242 0,011
183,33+ 212,32 138,89 + 232,83 216,67 + 277,64 | >0,6295
o 217,47 £ 283,62 223,29 £ 167,15 252,41 £ 267,02 > 00,9038
P a0.05 0,0743 0,7942 0,9898
555,56 + 783,82 333,33 £ 766,96 722,22 + 184,89 > 0,6416
“ 264,70 £ 492,40 105,90 + 248,70 824,00 = 255,50 >0,1111
P a0.05 0,2465 0.7619 0,6712
183,33 + 200,34 388,89 + 103,90 0,00 = 0,00 > 0,0002
he 147,59 + 200,67 764,71 + 139,26 58,82 + 24,25 > 0,0204
P a0.05 0,5436 0.9609 0,00
444,44 + 222,75 133,33 + 244,49 600,00 + 108,98 > 0,3990
hesp 423,29 + 347,64 647,06 £ 122,74 105,82 + 210,66 > 0,0001
P a0.05 0,7754 0,0016 0,0177

Pg = P.gingivalis; Pi = Prevotella intermedia; Tf = Tannerella forsythia;
Fn = Fusobacterium nucleatum; Pm = Parvimonas micra; Cr = Campylobacter rectus;
Aa = Aggregatibacter actinomycetemcomitans; Ac sp =Actinomyces sp.
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Porcentaje de pacientes con Gingivitis y Periodontitis y la presencia de las
especies bacterianas estudiadas.

En las graficas 9 y 9” se muestra sobre el total de pacientes, tanto del grupo
con gingivitis, como el de periodontitis, el porcentaje de individuos que tuvieron en
cada grupo, la presencia de cada una de las ocho especies de bacterias durante las
tres fases del tratamiento periodontal no quirurgico.

La fotografia 1 muestra una UFC de la bacteria P.gingivalis y la fotografia 2
expone una UFC de la bacteria P.intermedia identificada en los sujetos de estudio

de esta investigacion.

La fotografia 3 muestra una UFC de la bacteria P.gingivalis identificada en

los sujetos de estudio de esta investigacion.

UCF Porphyromona gingivalis

Fotografia 1. Imagen de la UFC de la bacteria P.gingivalis
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UFC de Prevotella intermedia

Fotografia 2. Imagen de la UFC de la bacteria P. intermedia.

Fotografia 3. Imagen de la UFC de la bacteria A.actinomycetemcomitans
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BACTERIAS TOTALES EN PACIENTES CON GINGIVITIS (UFC/ mL x10%

0.6

0.5

g | &

Bacterias totales gingiviis UFC/mL x 10 exp3

1 5 3 Each Pair All Pairs
Student's t Tukey-Kramer
Fase 0.05 0.05

Grafica 7. Esquema de diamantes con los resultados estadisticos de la recuento
bacteriana total promedio de 8 especies bacterianas en muestras tomadas
de 18 sujetos con gingivitis; obtenidas en las tres fases de tratamiento
periodontal no quirargico.

BACTERIAS TOTALES EN PACIENTES CON PERIODONTITIS (UFC/ mL X103)

0.6 =

UFC/mLx10exp3 Bacterias totales Periodontitis

Each Pair All Pairs
Student's t Tukey-Kramer
Fase 0.05 0.05

Gréafica 7”. Esquema de diamantes con los resultados estadisticos de la recuento
bacteriana total promedio de 8 especies bacterianas en muestras tomadas
de 17 pacientes con periodontitis cronica moderada; obtenidas en las tres
fases de tratamiento periodontal no quirdrgico.
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Prevalencia de Bacterias Anaerobias Patdgenas en las tres Fases del Tratamiento Periodontal en
Individuos con Gingivitis

4
E
0
L
=)

Bacterias Patogenas

Gréfica 8. Evolucion de la prevalencia promedio de UFC/mL de ocho especies de
bacterias en los pacientes con gingivitis, durante las tres fases de
tratamiento periodontal no quirdrgico. Las lineas muestran el valor de
desviacion estandar. Las siglas corresponden a: Pg = P.gingivalis; Pi =
P.intermedia; Tf = T. forsythia; Fn =F.nucleatum; Pm = P.micra; Cr =
C.rectus; Aa= A. actinomycetemcomitans; Ac sp =Actinomyces sp.
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OFASE1

{ BFASE 2
l - ] 1 OFASE 3

Pg Pi Bf Fn Cr Pm Ac.sp Aa.

Gréfica 8”. Evolucion de la prevalencia promedio de UFC/mL de ocho especies de
bacterias en los pacientes con periodontitis, durante las tres fases de
tratamiento periodontal no quirdrgico. Las lineas muestran el valor de
desviacion estandar. Las siglas corresponden a: Pg = P.gingivalis; Pi = P
intermedia; Tf = T. forsythia; Fn = F. nucleatum; Pm = P.micra; Cr =
C. rectus; Aa = A. actinomycetemcomitans; Ac sp =Actinomyces sp.
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PORCENTAJE DE
INDIVIDUOS

Gréfica 9.

PORCENTAJE DE SUJETOS CON GINGIVITIS Y LA PRESENCIA DE BACTERIAS
PERIODONTOPATOGENAS EN EL TRATAMIENTO PERIODONTAL NO QUIRURGICO.

80
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@VISITA1
BVISITA2
OVISITA3

30

20+

10+

Pg Bf Pi Fn Cr Pm Aa Ac.sp
BACTERIAS

Porcentaje de individuos con gingivitis que tuvieron la presencia de cada
una de las ocho especies de bacterias durante las tres fases del
tratamiento periodontal no quirdrgico. Las siglas corresponden a: Pg =
P.gingivalis; Pi = P. intermedia; Tf = T. forsythia; Fn = F.nucleatum;
Pm = P.micra; Cr = C. rectus; Aa = A.actinomycetemcomitans; Ac sp
=Actinomyces sp.
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PORCENTAJE DE SUJETOS CON PERIODONTITIS PRESENCIA DE BACTERIAS
PERIODONTOPATOGENAS EN EL TRATAMIENTO PERIODONTAL NO QUIRURGICO.

% z

§

74 i
s ] ,// QVISITA 1
04 é Z BVISITA2
; ?, é DVISITA3

78 7| W78 78

vy,

Pg Bf Pi Fn Cr Pm Aa Ac.sp
BACTERIAS

Gréfica 9”. Porcentaje de individuos con periodontitis crénica que tuvieron la
presencia de cada una de las ocho especies de bacterias durante las tres
fases del tratamiento periodontal no quirdrgico.. Las siglas corresponden
a: Pg = P.gingivalis; Pi = P. intermedia; Tf = T.forsythia; Fn = F.
nucleatum; Pm=P.micra; Cr=C.rectus; Aa = A.actinomycetemcomitans;
Ac sp =Actinomyces sp.

VARIABLES DE RESPUESTA BIOQUIMICAS

Cuantificacién de volumen de Fluido Gingival Crevicular (FGC).
En la tabla VIl y las graficas 10 y 10” se observan los resultados de volumen
promedio de fluido gingival crevicular en pL, obtenidos de 18 pacientes con

gingivitis y 17 con periodontitis cronica moderada por fase del tratamiento

periodontal.
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El promedio de volumen de FGC fue mayor en los pacientes con

periodontitis, que en el grupo con gingivitis.

Los valores obtenidos revelaron que la diferencia intragrupal en el volumen
del FGC de la primera fase (1), a la fase de mantenimiento (3), tuvo una reduccion
estadisticamente significativa con una p < 0,0001 en la gingivitis y de p < 0.0005, en
la periodontitis, mientras que la diferencia intergrupal con una p o 0,05 mostr6 una
independencia de gingivitis frente a periodontitis; siendo evidente que el tratamiento
periodontal no quirurgico tuvo mayor efecto sobre la reduccion del volumen del FGC

en los pacientes con periodontitis que en los de gingivitis.

Tabla VIII.  Volumen promedio de fluido gingival crevicular (FGC) obtenido de 18
pacientes con gingivitis y 17 individuos con periodontitis crénica
moderada; durante las tres fases de tratamiento periodontal no
quirurgico. Diferencias intragrupos e intergrupos asi como el valor de

p<.
| VOLUMEN PROMEDIO DE FGC
PATOLOGIA
(LL) VALOR DE p <
| FASE
1 2 3

Gingivitis |0,53+0,22/0,33+0,16|0,31 £ 0,11 < 0,0001

Periodontitis | 0,81 + 0,33 0,52 + 0,24 0,36 + 0,16 < 0,0005

P a 0,05 0,02620 0,02415 0,02846
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Cuantificacion de la Concentracion en picogramos por microlitro
(pg/(ul) de IL-18

En la tabla IX y las graficas 11 y 11” se observa que hubo una disminucion
en el valor promedio de la concentracion en picogramos por mililitro (pg/pL) de IL-
1B obtenido por patologia, en los 18 pacientes con gingivitis y 17 con periodontitis
cronica moderada por fase del tratamiento periodontal. Esta reduccién si bien fue
mayor entre la fase 1 y la 3 en el grupo de pacientes con periodontitis, en ambos
grupos de pacientes la disminucion no fue significativa con una p < 0,0013, para el

grupo de periodontitis y p > 0,1726, para el grupo con gingivitis.

La diferencia intergrupal de gingivitis frente a periodontitis con una p a 0,05

mostrd una independencia entre ambas patologias.

Los datos fueron el resultado de aplicar, para el volumen, la ecuacion C a
los valores de capacitancia del Periotron® obtenidas con las tiras de papel
impregnadas de FGC de cada paciente de ambos grupos (gingivitis y periodontitis), y
con la ecuacion D se obtuvo finalmente la concentracion de IL-18 en pg/pL para

cada paciente. (Ver AnexoVII).

Tabla IX.  Concentracion promedio en pg por mL de IL-1B, presente en el fluido
gingival crevicular (FGC), obtenido de 18 pacientes con gingivitis y 17
con periodontitis; durante las tres fases de tratamiento periodontal no
quirargico. Diferencia intragrupo e intergrupo asi como el valor de p <.

~ | CONCENTRACION PROMEDIO DE IL-1B
PATOLOGIA
(pg//mL) VALOR DE p <
[ FASE

1 2 3

Gingivitis | 0,224 +0,36 | 0,177 £ 0,21 | 0,073 £ 0,08 >0,1726

Periodontitis | 0,256 + 0,15 | 0,212 + 0,14 | 0,084 + 0,098 > 0,0013

P a0,05 0,02415 0,02415 0,02415
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Cuantificacion de los picogramos Totales de IL-14

En la tabla X y la gréafica 12 Y 12” se muestra para cada grupo de pacientes,
los picogramos totales por fase de tratamiento; habiendo sido mayor la cantidad en
los pacientes con periodontits que en los de gingivitis. Para el grupo con gingivitis
se obtuvo una de p > 0.0666; y para el de periodontitis fue de p < 0.0005; de modo
que la diferencia en contenido total promedio de IL-1p entre la primera fase y la
ultima del tratamiento periodotal no quirargico solo fue significativa para el grupo
con periodontitis al haber aplicado las pruebas de “t” de Student y de Tukey-

Kramer.

La diferencia intergrupo obtenida con la aplicacion de la prueba de Pearson
con una p a 0,05 entre gingivitis y periodontitis en las tres fases del tratamiento

mostré una independencia de gingivitis frente a periodontitis.

Tabla X. Valores de picogramos totales de IL-1p3, obtenido de 18 pacientes con
gingivitis y 17 con periodontitis; durante las tres fases de tratamiento
periodontal no quirargico. Diferencias intragrupo e intergrupo asi como
el valor de p <.

~ | PICOGRAMOS TOTALES PROMEDIO DE IL-1
PATOLOGIA
(p9) VALOR DE p <
| FASE

1 2 3

Gingivitis 0,112+ 0,16 0,053 + 0,06 0,033+ 0,03 > 0,0666

Periodontitis | 0,247 + 0,18 0,180 + 0,17 0,034 + 0,05 < 0,0005

P a 0,05 0,02415 0,02415 0,02415
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VOLUMEN PROMEDIO EN pL DE FGC OBTENIDO EN PACIENTES CON GINGIVITIS

vol.(microlitros)
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Gréfico 10. Esquema de diamantes (verde) con los resultados estadisticos del

volumen promedio en pL, de fluido gingival crevicular (FGC) obtenido
de 18 sujetos con gingivitis; en las tres fases del tratamiento periodontal
no quirdrgico. Los 3 circulos de la derecha representan los resultados
estadisticos de dicha variable en cada fase del tratamiento, con las
pruebas de “t” de student y de Tukey-Kramer. La superposicion de
circulos, indica las fases del tratamiento con las que no existe diferencia
significativa.

VOLUMEN PROMEDIO EN pL DE FGC OBTENIDO EN PACIENTES CON PERIODONTITIS
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Gréafico 10”. Esquema de diamantes (verde) con los resultados estadisticos del
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volumen promedio en pL, de fluido gingival crevicular (FGC) obtenido
de 17 sujetos con periodontitis cronica moderada; en las tres fases del
tratamiento periodontal no quirtrgico. Los 3 circulos de la derecha
representan los resultados estadisticos de dicha variable en cada fase del
tratamiento, con las pruebas de “t” de student y de Tukey-Kramer. La
superposicion de circulos, indica las fases del tratamiento con las que
no existe diferencia significativa.
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CONCENTRACION DE pg/mL DE IL-18 EN GINGIVITIS
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Fase 0.05 0.05
Gréficall. Esquema de diamantes (verde) con los resultados estadisticos de
concentracion de IL-1B en pg/mL, obtenidos de 18 pacientes con
gingivitis; en las tres fases del tratamiento periodontal no quirdrgico.
Los 3 circulos de la derecha representan los resultados estadisticos de
dicha variable en cada fase del tratamiento, con las pruebas de “t” de
student y de Tukey-Kramer. La superposicion de circulos, indica las
fases del tratamiento con las que no existe diferencia significativa.
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Gréfica 11”. Esquema de diamantes (verde) con los resultados estadisticos de

concentracion de IL-1p en pg/mL, obtenidos de 17 sujetos con
periodontitis cronica moderada; en las tres fases del tratamiento
periodontal no quirdrgico. Los 3 circulos de la derecha representan los
resultados estadisticos de dicha variable en cada fase del tratamiento,
con las pruebas de “t” de student y de Tukey-Kramer. La
superposicién de circulos, indica las fases del tratamiento con las que
no existe diferencia significativa.
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PICOGRAMOS PROMEDIO TOTALES DE IL-1B8 EN GINGIVITIS
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Gréfica12. Esquema de diamantes (verde) con los resultados estadisticos de la
cantidad total promedio en pg de IL-1p, obtenida en el grupo de 18
sujetos congingivitis; en las tres fases del tratamiento periodontal no
quirdrgico. Los 3 circulos de la derecha representan los resultados
estadisticos de dicha variable en cada fase del tratamiento, con las
pruebas de “t” de student y de Tukey-Kramer. La superposicion de
circulos, indica las fases del tratamiento con las que no existe
diferencia significativa.

PICOGRAMOS PROMEDIO TOTALES DE IL-18 EN PERIODONTITIS

0.7 .

Picogramos totales

O | O

1 2 3 Each Pair All Pairs
Student's t Tukey-Kramer
Fase 0.05 0.05

Gréfica 12”. Esquema de diamantes (verde) con los resultados estadisticos de la
cantidad total promedio en pg de IL-1p, obtenida en el grupo de 17
sujetos con periodontitis crénica moderada; en las tres fases del
tratamiento periodontal no quirdrgico. Los 3 circulos de la derecha
representan los resultados estadisticos de dicha variable en cada fase
del tratamiento, con las pruebas de “t” de student y de Tukey-Kramer.
La superposicion de circulos, indica las fases del tratamiento con las
gue no existe diferencia significativa.
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Las pruebas para las variables de respuesta clinica microbioldgicas y
bioquimica, asi como los datos experimentales muestran homocedasticidad, pero las
desviaciones estandar se muestran altas respecto a la media debido a la respuesta del

individuo al tratamiento.
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DISCUSION

A) FACTORES ETIOLOGICOS

Para entender la importancia de la microflora en las enfermedades
periodontales, es necesario saber que la alteracion del epitelio permite la penetracion
de la bacteria o sus productos en el tejido conectivo gingival e induce una respuesta
del hospedador; por lo tanto, la inflamacion presente en la encia representa una
respuesta altamente eficiente del hospedador hacia la bacteria que coloniza el diente.
(Assuma 1998)

El mecanismo de enfermedad periodontal involucra un efecto de campo
donde la penetracion de la bacteria en la encia se controla por las células
inflamatorias presentes. La perturbacion de este equilibrio puede llevar al exceso de
produccién mediadores inflamatorios secundarios que promueven el reclutamiento
de células cercanas al hueso, la formacién de osteoclastos y la pérdida de hueso. Por
esta razon es importante conocer a los principales microorganismos presentes en la
biopelicula, ya que la expresion clinica de las enfermedades periodontales (grado y
severidad) depende de cémo el hospedador responde a la invasion, la colonizacion y

a los mecanismos de resistencia del patégeno. (Socransky 1992)

La evaluacion de los factores etioldgicos en el presente estudio, se realizo
mediante el andlisis de la prevalencia de bacterias anerobias patdgenas periodontales
en la biopelicula subgingival, por la cuantificacion del porcentaje de sitios
colonizados y la cantidad de unidades formadoras de colonias (UFC) totales. Con
esta metodologia se llegé a detectar el nivel de colonizacion de especies por
individuo, asi como por la identificacion bacteriana durante la terapia periodontal no

quirdrgica en el grupo de pacientes con gingivitis y periodontitis.

El analisis del indice de placa y el recuento bacteriana total demostraron que
con este tratamiento en las dos entidades patoldgicas, en las tres fases de estudio, la
carga bacteriana total expresada en UFC/mL fue siempre mas alta al inicio del
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estudio en el grupo de gingivitis que en el de periodontitis, por ello se observé que
con el tratamiento periodontal convencional la reduccion fue mayor en el grupo con
gingivitis.

Al contemplarse a la biopelicula supragingival como agente causal de la
gingivitis y como el principal reservorio de especies que inician la periodontitis, una
eliminacion meticulosa de la placa supragingival y un control apropiado de la higiene
oral ayuddé a evitar la colonizacion o reinfecciobn de sitios ya tratados

periodontalmente.

En nuestro estudio se logroé la disminucion de las proporciones de bacterias y
de UFC totales; sin embargo, al haber sido eliminada la biopelicula subgingival ya
existente con el raspado y alisado radicular, se contribuy6 a disminuir las especies
patdgenas anaerobias como el Actinomyces sp, mas no a eliminarlas. Estos
microorganimos se han descrito como los de mayor presencia y mayor proporcion en

la biopelicula bacteriana asociada a gingivitis (Noguerol 2002).

El A.actinomyctemcomitans y la P. gingivalis son bacterias cuyo habitat es en
la biopelicula subgingival, no obstante en la pelicula supragingival o fuera de la
cavidad oral no se encuentran, por lo que no se consideran un factor etioldgico en la
gingivitis; sin embargo su presencia en un numero elevado se asocia con
periodontitis del adulto y agresiva. Para su eliminacion se ha observado que las
terapias que logren la eliminacién o disminucion de estas bacterias en los nichos

subgingivales lograran con éxito el tratamiento periodontal (Lépez 2005).

Es notorio que en este trabajo se observo la persistencia de P.gingivalis en
gingivitis y de P. intermedia en periodontitis, asi como la de C.rectus, con una
proporcion semejante tanto en gingivitis como en periodontitis crénica moderada
después de 12 meses, es decir, en la fase de mantenimiento. Lo anterior sefiala la
incapacidad del sistema inmunoldgico de algunos individuos para eliminar a estos
patdgenos, ya que las dos primeras especies duplicaron su proporcién y la tercera la

triplico (estos datos se pueden observar en la tabla VII).

Dicho resultado obedece ya sea porque existe cierto estado de
inmunodeficiencia por parte de los pacientes o bien, por la interferencia de los
mecanismos de resistencia del hospedador como parte de los mecanismos de evasion

de la respuesta inmunitaria por estas bacterias, lo que implica una alteracion de la
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respuesta del hospedador o bien por un exceso de los factores de virulencia de estos
patdgenos, lo que compromete su persistencia.

Un hallazgo importante es que aun cuando a los seis meses del inicio del
tratamiento se detectd un aumento de A.actinomyctemcomitans en los pacientes de
ambos grupos, se logro su control a los doce meses en la fase de mantenimiento, pese
a que este microorganismo tiene gran capacidad en la modulacién de la respuesta
inmune del hospedador y ademas se le ha adjudicado actividad inmunosupresora.
(Slots 1984).

La identificacion de las ocho bacterias patdgenas halladas en la fase inicial
del tratamiento, se presentaron tanto en gingivitis como en periodontitis, pero con
una independencia estadistica (p o = 0,05) intergrupal, en donde la mayor
proporcion de especies de P.intermedia, C.rectus, A.actinomycetemcomitans y
Actinomyces sp fue para gingivitis y de P.gingivalis, T.forsythia, F.nucleatum para
periodontitis; siendo estos datos semejanes a los de otros investigadores. (Socransky
1994, Hafajee 1994, Nisengard 1998, Ximénez-Fyvie 2000a, Ximénez-Fyvie 2000b,
Liébana 2002)

Es importante notar que por el analisis intergrupal entre las patologias de
gingivitis y periodontitis a los 12 meses de post-tratamiento, las bacterias
A.actinomycetemcomitans, T.forsythia, F.nucleatum y Actinomyces sp mantienen

una in

dependencia entre ambas patologias mientras que P.gingivalis, P.intermedia,
C.rectus y P.micra son dependientes (ver tabla VII).

La reduccion de la cuenta bacteriana de UFC para P.intermedia, ,
F.nucleatum y A.actinomycetemcomitans en gingivitis y de P.gingivalis, T.forsythia,
F.nucleatum, A.actinomycetemcomitans y Actinomyes. sp en periodontitis, durante la
fase de mantenimiento a los 12 meses post tratamiento, demostré que el tratamiento
periodontal no quirdrgico resultd efectivo no s6lo en la disminucién de los factores
etioldgicos, sino en la reduccion de la profundidad de la bolsa y de los niveles de
insercion. Sin embargo, se debe considerar que el reestablecimiento de las especies
periodontopatogenas es inmediato al no tener mantenimiento en el control de la
biopelicula subgingival. Y si bien es cierto que el tratamiento logré una disminucion

en la prevalencia de las bacterias identificadas, éstas no fueron erradicadas, para lo
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cual se podria proponer la administracion de antimicrobianos con liberacién local o

sistémica segun lo establece Loesche (1996) y Haffajee (1997a).

El Unico estudio comparativo previo al presente, sobre la microflora en
sujetos mexicanos con periodontitis crénica se publico en 2005, (Almaguer 2005) en
el cual se demuestra que las principales bacterias patdgenas anaerobias periodontales
encontradas fueron P.intermedia, P.gingivalis, F.periodonticum, F.nucleatum, y
P.micra; en contraste, con nuestro estudio las bacterias mas frecuentes fueron:
P.gingivalis, T.forsythia, F.nucleatum, y Actinomyes. sp; asi pues, la explicacion de
estas diferencias se puede deber a que probablemente las técnicas para la
identificacion bacteriana fueron distintas, ya en el informe de Ximenez-Fyve se
realizd por técnicas de Biologia molecular (sondas de hibridacion DNA-DNA) y en
el nuestro se purificaron en condiciones de anaerobiosis e identificaron las bacterias

periodontopatdgenas por pruebas metabdlicas.

B) FACTORES DEL HOSPEDADOR

Las bacterias periodontopatdgenas son ubicuas en la cavidad oral y en
muchos individuos la infeccidn y patologia estan limitadas y no existen. De aqui la
importancia de la respuesta del hospedador como determinantes potenciales de
susceptibilidad. (Van Dyke 2007)

Existen muchas evidencias clinicas y experimentales en donde la periodontitis
no es una infeccion bacteriana convencional (como se considera a la gingivitis), sino
que es una enfermedad inflamatoria disparada por la respuesta inmune del
hospedador hacia la infeccion polimicrobiana de la biopelicula asociada. (Xiaozhe
2007). Ante esta agresion, el hospedador reacciona a los microorganismos
produciendo citoquinas, eicosanoides, activadores del complemento vy
metaloproteinasas, entre otras sustancias. Algunos de estos mediadores participan en
la destruccion del ligamento periodontal y del hueso alveolar.

La respuesta inflamatoria estd regulada por modificadores genéticos y
ambientales. Las bacterias son esenciales pero no suficientes para causar
periodontitis, y son los factores del hospedador, como la herencia y el ambiente, al
igual que el tabaquismo, la obesidad y la diabetes, entre otros, los determinantes de

la presencia de las enfermedades periodontales y su severidad. (Ishikawa 2007).
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Por lo tanto, el equilibrio o el desequilibrio entre la biopelicula y el proceso
inflamatorio es lo que determina la severidad de la lesion en la periodontitis.

Para evaluar la capacidad de resistencia del hospedador es necesario conocer
el microambiente en donde se desarrolla esta respuesta, el cual es el surco gingival,
que constituye un microsistema capaz de albergar multiples géneros bacterianos, casi
todos son anaerobios estrictos y facultativos, lo cual a su vez es debido a su bajo
potencial redox, a la baja oxigenacion y a la gran cantidad de nutrientes para las
bacterias, pese a que posee el liquido gingival crevicular (FGC), que es sangre
filtrada a través del epitelio de insercion.

El FGC posee enzimas, anticuerpos, factores de complemento, interleuquinas
y otros factores antibacterianos. Los niveles de estos factores aumentan en cantidad
segun la medida de la inflamacion gingivo-periodontal y su profundidad es un signo
inequivoco de estas enfermedades (Falotico 2006). Por lo tanto, el FGC se convierte
en un medio ideal de monitoreo de los cambios ocurridos durante el proceso de
salud-enfermedad periodontal.

Dicho liquido puede ser transudado (en condiciones basales de normalidad) o
exudado (en el proceso inflamatorio). El valor del FGC como fuente de
biomarcadores radica en el hecho que es un fluido obtenido del flujo de la filtracion
capilar de los vasos sanguineos, vasos linfaticos y de los epitelios de union y el
surcular. Este hecho hace que el FGC pueda tener mediadores bioguimicos y/o
productos metabolicos, especificamente el contenido de proteinas plasmaticas,
enzimas bacterianas y mediadores inflamatorios, asi como también productos de
degradacion de la matriz de colagena y extracelular que pueden convertirse en ayuda
diagnostica temprana aplicable en la practica clinica.

Se han encontrado mas de 40 componentes en el FGC, gue se han clasificado
de la siguiente manera: a) Mediadores bioquimicos y productos de la inflamacion
(citocinas, quimiocinas, anticuerpos), b) enzimas derivadas del hospedador
(colagenasa, elastasa de neutrofilo, catepsinas, fosfatasa alcalina, a-glucuronidasa,
arilsulfatasa y aspartato-aminotransferasa) y ¢) componentes de matriz extracelular
(condroitin-sulfato). (Arce 2004)

Por lo tanto, la determinacion del volumen del FGC y las citoquinas
proinflamatorias son utiles para evaluar el desarrollo y/o control del proceso
inflamatorio. Asi mismo, las citoquinas son Utiles para predecir y asociar con la

pérdida de insercion progresiva, como lo es la IL-1 liberada por macrdfagos,
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polimorfonucleares, linfocitos y fibroblastos gingivales. A esta molécula se le
involucra con procesos inflamatorios, destruccion de matriz y cicatrizacion, ademas
de que hay una fuerte relacion con el proceso de resorcion 0sea, que sugiere estadios
destructivos de la enfermedad. (Eley 1998) Asi, la IL-1 es la principal citoquina
proinflamatoria que se produce en la encia asociada con la periodontitis (Tokoro
1996).

Los resultados obtenidos en el presente estudio demuestran que la presencia
del volumen del FGC correlaciona con el proceso inflamatorio caracteristico de la
gingivitis. (Kinane 1992, Gonzalez 2001) Asi mismo, se observo una correlacion de
este volumen con los niveles de la IL-1 asociados con este proceso en la
periodontitis. (Hou 1994, Tsai 1995, Figueredo 1999, Yoshinari 2004, Castrillon
2007) (Ver tabla VIII).

Muchos estudios han demostrado la asociacion de la IL-1 con la severidad de
la enfermedad periodontal; (Wilton 92, Hou 94, Liu 96, Lerner 98, Mogi 99, Gorkska
2003, Goutodi 2004, Orozco 2006) sin embargo, es importante para el clinico saber
si el paciente esta perdiendo periodonto de forma progresiva o su enfermedad se
encuentra en un periodo de estabilidad. Por esta razén se ha propuesto a la IL-1 como
marcador de actividad en la enfermedad periodontal, en donde se ha demostrado
positivamente este hecho. (Yavuzylimaz 1995, Lee 1995, Hou 1995, Ishibara 1997,
Gamonal 2000, Suwatanapondched 2000, Gorska 2003, Castrillén 2007) Esto puede
explicarse a la vez por la actividad destructiva (resortiva) hacia el hueso alveolar
asociado con esta citoquina. (Liu 1996, Lerner 1998, Rasmussen 2000, Holmlund
2004).

La determinacion de IL-1 en los pacientes del presente estudio demostré una
disminucion en su concentracién en el FGC y si bien esta reduccién fue mayor entre
la fase 1 y 3 en ambos grupos de pacientes, no fue estadisticamente significativa. La
diferencia inter-grupal entre ambos grupos fue independiente, lo que sugiere que los
parametros clinicos deben ser consecuencia de la reduccion de la IL-1.

Los resultados obtenidos para la cantidad total expresada en picogramos (pg)
de esta citoquina, si presento diferencia significativa intra-grupal en los pacientes con
periodontitis, no asi para el grupo de pacientes con gingivitis, lo cual posiblemente
sea explicado por el hecho de que durante el tratamiento periodontal no quirdrgico,
en el proceso de curacion los sitios inflamados producen una elevacion de este

marcador como reflejo del trauma tisular y por el retraso de la curacion. (Reinhardt
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1993, Yoshinari 2004) Sin embargo, si se observd una diferencia inter-grupal que
pudiera ser asociada a diferentes factores modificadores, como los ambientales.

La respuesta positiva que al final del estudio se obtuvo con las variables
clinicas en ambos grupos de pacientes y la reduccion (aunque no significativa en
gingivitis) de los pg totales de IL-1, obtenidos a los 12 meses post-tratamiento (fase
3), coincide con los informes de Alexander (1996) y Yoshinari (2004). No obstante
lo anterior, ciertos pacientes aumentan los niveles de esta citoquina en la fase 2 del
tratamiento, que posiblemente pueden ser explicados por la respuesta individual
apoyados por los trabajos de Figueredo (1999), Gamonal (2000) y Bickel (2001) y
que actualmente podria ser interesante evaluar el polimorfismo a IL-1 para estos
casos (Engebretson 1999).

En presencia de infeccion gingival o periodontal se encuentran elevados IL-1
e IL-1 receptor antagonista (IL-1Ra) en biopsias y en FGC, por lo tanto son
moléculas sugerentes de enfermedad periodontal. (Odorus 2006.) Sin embargo, el
aumento de los niveles de IL-1 con la disminucion de IL-1Ra correlacionan con la
enfermedad periodontal (Rawlinson 2000), Este hallazgo ha permitido proponer que
la relacion:IL-1 total/IL-Ra como un indice de actividad asociado con la enfermedad
periodontal (Ishihara 97) y puede ser un mejor marcador del dafio periodontal que la
determinacion individual de cada marcador inmunoldgico.

La asociacion de la elevacion de los niveles de IL-1 con la prevalencia de las
especies bacterianas se ha evaluado en estudios de gingivitis experimental (Gonzalez
2001, Washul 2003,) y en periodontitis refractaria estableciendo la incidencia en la
pérdida de insercion con la presencia de P.gingivalis, A.actinomycetemcomitans
(Reinhardt 1993, Liu 1996 y Mogi 1999). En un estudio publicado recientemente por
Arila Mansson en 2006 se ha relacionado la presencia de la microbiota con los
marcadores inflamatorios, encontrdndose una asociacion entre T. forsythia y P.
gingivales o de T. forsythia y P. nigrescens con la promocion en la liberacion de
mediadores que se asocian con la severidad periodontal.

Con nuestros resultados se ha determinado que las especies de P.intermedia,
C.rectus y P.micra en la periodontitis, y P.gingivalis, P.micra y C.rectus en la
gingivitis; no fueron eliminadas en la carga bacteriana, lo que puede explicar la
produccién de FGC y de IL-1 en estos pacientes, y seria interesante en un estudio

posterior la busqueda de posibles asociaciones que expliguen estos resultados.
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Por otra parte, se ha demostrado que la elimincién de la placa bacteriana
modula la produccion de citoquinas in situ, lo cual modifica la interaccion dinamica
entre las citoquinas, su velocidad de produccién y concentracion que son factores que
controlan la induccion, perpetuacion y colapso de la red de citoquinas presentes en la

enfermedad periodontal (Gamonal 2000).

C) RESPUESTA AL TRATAMIENTO PERIODONTAL

indice de placa (IP)

El indice de placa bacteriana (IP) depende directamente de los habitos de
higiene del individuo. En este estudio, la variabilidad individual en relacién al
tratamiento periodontal, determin6 de manera importante los resultados obtenidos en
cuanto a la disminucion en la proporcion y la prevalencia de determinadas bacterias
patdgenas anaerobias facultativas periodontales. De tal forma, la reduccion en los
valores de estas variables microbioldgicas fue acompafiada de una mejoria en las
variables clinicas estudiadas; habiéndose podido demostrar que, no obstante que
dicha variabilidad es dependiente del paciente, hubo un efecto positivo de la terapia
periodontal no quirdrgica sobre las variables microbioldgicas, clinicas y bioquimicas
en los dos grupos de estudio.

Se reconoce la existencia de altos niveles de IP (fase 1) como un factor
predisponente para el desarrollo de la enfermedad periodontal, ya que una vez que la
biopelicula entra en contacto con los tejidos se da inicio a los mecanismos
bacterianos y de defensa del hospedador que llegan a causar dafio en el periodonto.
(Noguerol 2002, Maiotti 1999)

Se obtuvo una disminucién en el IP con una diferencia significativa intra-
grupal con relacion a la fase de inicio (fase 1); para gingivitis y periodontitis, Lo
anterior se puede atribuir ademas de la variabilidad individual, a factores tales como
el hecho de que en estos pacientes el nivel de la biopelicula inicial fue alto y que la
destreza en el cepillado y el uso de los aditamentos de higiene, asi como el
cumplimiento del tratamiento en algunos pacientes, fue menor en ambos grupos. La
diferencia inter-grupal para ambas patologias fue independiente lo cual se puede

atribuir a los factores antes mencionados.
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indice Gingival (IG) y sangrado

Se presento una diferencia significativa intra-grupal para ambos grupos,
comprobandose en este caso mediante las pruebas de “t” de Student y de Tukey-
Kramer. Mostrandose también una independencia (tabla I11) inter-grupal entre ambas
patologias. Esto se puede atribuir a que la respuesta obtenida en el IG obedece de
manera directa al mismo factor del indice de placa (IP), es decir, estan en
concordancia con la accion bacteriana, ya que aquel mostré un decremento en los
resultados. De tal forma, la inflamacion gingival en ambos grupos se redujo de la
fase 1 a la 3, desde un valor de 1,8 hasta valores de 0,4 y 0,6 respectivamente, para el
grupo de gingivitis y el de periodontitis; habiéndose conseguido asi, una mejora en el
tejido gingival asi como una reduccion en el porcentaje de sitios colonizados por
bacterias periodontopatdgenas, como respuesta directa al tratamiento, que disminuyd

la carga bacteriana.
Profundidad de surco

Los datos clinicos de profundidad de surco gingival (PS) para el grupo
control y de profundidad de bolsa periodontal (PB) para el grupo experimental,
obtenidos en la fase |, permitieron establecer el diagndstico diferencial de ambos
grupos para posteriormente realizar el tratamiento periodontal correspondiente y
evaluar el efecto de éste sobre la reduccion en los valores de PS y PB, asi como en
los demas parametros clinicos interrelacionados con las variables microbioldgicas y

bioguimicas.

La reduccidn que se obtuvo en los niveles de PS y de PB para cada grupo con
los correspondientes valores de IP e IG obtenidos en las fases 1 a 3, corrobor6 que el
tratamiento periodontal favorecié las condiciones clinicas para la salud del
periodonto, coincidiendo con los estudios de Haffajee (1997). Asi, en el grupo con
gingivitis, se encontr6 una diferencia estadisticamente significativa intra-grupal en el
valor de PS. Por otra parte, con relacion al valor de PB en el grupo con periodontitis,
se presentd una diferencia significativa intra-grupal en el nivel de profundidad de la
bolsa similar al del grupo con gingivitis. La diferencia inter-grupal fue
independiente, comprobando la relacion existente con los parametros clinicos

anteriores.
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Nivel de Insercion.

Este pardmetro Unicamente se valoré en el grupo de periodontitis. El indice
de enfermedad periodontal (PDI), fue determinado como nivel de insercion epitelial
(NI) (a traves de la ganancia de 1 mm en promedio en los pacientes con periodontitis
cronica moderada). Dicho indicador puso de manifiesto, junto con la reduccion de
los valores de indice de placa (IP), indice gingival (1G), profundidad de surco (PS) y
profundidad de bolsa (PB), que hubo una respuesta positiva al tratamiento
periodontal no quirurgico con un beneficio en los tejidos periodontales, manifestando

un menor dafo tisular, tanto para la gingivitis como para la periodontitis.

Cabe sefialar sin embargo, con respecto a la posible relacion del indice de
placa con el nivel de insercion, que si bien algunos estudios como el de Neely
(2001), no asocian al indice de placa con la pérdida de insercion. En esta
investigacion si se observd correlacion entre la reduccion del indice de placa con el
mayor nivel de insercion. Esto manifiesta de manera positiva la respuesta al
tratamiento no quirdrgico, lo que fue significativo para el grupo experimental entre
las dos primeras fases del tratamiento — en la tercera fase el valor practicamente se
mantiene -, concordando con los resultados de la variable microbioldgica en lo que a

proporcion se refiere.

La variable clinica de movilidad dentaria (M) también se registré Unicamente
con el grupo de periodontitis, no habiéndose obtenido una diferencia significativa
intra-grupal después de la fase 1 (inicial). De esta manera, la disminucion en el grado
de movilidad no fue el resultado de la ganancia en insercion y no coincidi6 con el
efecto favorable de los demés pardmetros clinicos, microbioldgicos y bioquimicos.
que a su vez no se reflejaron clinicamente en un periodonto con menor lesion en los
tejidos con relacion a lo observado en la fase inicial del estudio. Esto es no es

congruente con lo notificado por Shiloah (1997) y Stephen (2001).

La busqueda de la asociacion de los pardmetros clinicos con los niveles de IL-
1 ha demostrado que existe una fuerte correlacion de los niveles elevados de esta
citoquina con los el indice gingival, profundidad al sondeo, nivel de insercion e
indice de sangrado en pacientes con periodontitis. (Yavuzyilmaz 1995, Hou 1995,
Liu 1995, Alexander 1996, Mogi 1999, Engebertson 2002 y Lein-Tuan 2003) En
contraste se tienen los trabajos de Wilton 1992, Wilton 1993 y Gorska 2003, que
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establecen que no hay correlacién de los niveles de esta citoquina en el FGC con las

variables clinicas.

Finalmente, por el analisis integral de los resultados de este trabajo, podemos
concluir que las principales aportaciones en el area de la periodontologia son la
evaluacion de la posible asociacion de los pardmetros microbioldgicos,
inmunoldgicos y clinicos en poblacién mexicana con periodontitis cronica moderada,
encontrando que no existen diferencias cualitativas de la microbiota subgingival en
ambas patologias, aunque si aparecen diferencias cuantitativas entre ellas.

También se demostro la eficacia del tratamiento periodontal no quirurgico, ya
que los pardmetros clinicos, microbiolégicos e inmunolédgicos disminuyeron
satisfactoriamente durante las fases de estudio, lo que concuerda con los hallazgos
reportados en la literatura. Sin embargo, se lograron detectar algunas diferencias en
los resultados presentados que pueden deberse a la variabilidad individual, la cual
puede ser consecuencia de factores de riesgo inmodificables, como son el
polimorfismo genético y las enfermedades sistémicas, asi como los factores de riesgo
ambientales como son el tabaquismo, el estrés y el estilo de vida, entre otros. (Clarke
1995, Novaes 1999, Bruce 2005). Estos factores se controlaron por los criterios de
inclusion, eliminando también del estudio a pacientes diabéticos y/o pacientes
sometidos a farmacoterapia.

Para dar una posible explicacion a esta variabilidad individual es importante
mencionar como una probable causa la desregulacion de la respuesta inmunitaria
dependiente del hospedador o como consecuencia de la presencia de los factores de
virulencia del periodontopatogeno.

Finalmente, es importante delimitar el papel que juega la IL-1 [ como posible
marcador pronostico de enfermedades periodontales, ya que ha demostrado
ampliamente su papel como citoquina con actividad pro inflamatoria. Lo anterior
permite que la determinacion en el aumento de sus niveles en el FGC correlacione
directamente con la gingivitis y con los parametros clinicos de la inflamacién, como
lo es el indice gingival de Loé y Silness. Sin embargo, en la periodontitis la funcion
de la IL-1 se asocia directamente con su participacion en la resorcion Osea. Por esta
razon consideramos que la determinacion de la IL-1 puede servir como mejor

marcador pronéstico si se lograra determinar conjuntamente con los niveles de su
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molécula reguladora que es la IL-1Ra ya que se podra determinar asi el indice de
actividad (IL-1 total/IL-1Ra) que nos refleja el estatus periodontal.
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CONCLUSIONES

FACTORES ETIOLOGICOS.

1.

Los resultados del tratamiento periodontal no quirdrgico que
incluye raspado y alisado radicular, asi como el control personal de
placa, mostraron ser efectivos para reducir la proporcion de las
especies: P.gingivalis, A.actinomycetemcomitans, P.intermedia,
F.nucleatum, C.rectus y T.forsythia Lo mismo aplicO a los

parametros clinicos y a las variables bioquimicas.

No obstante lo anterior, cuando no se alcanza a erradicar las
especies microbianas sefialadas, éstas pueden reestablecerse, siendo
necesario que para algunos pacientes con periodontitis cronica, se
realice un estricto control de la placa bacteriana, junto con la

administracion de antibiéticos de eleccion.

Las especies de P.micros en la primera fase y de P.intermedia en
la segunda fase, resultaron ser estadisticamente independientes,
méas no concluyentes, como marcadores microbioldgicos, por lo

que habra que reafirmar estos datos.

La interaccion entre las bacterias periodontopatdgenas y las células
del hospedador inducen la liberacion de citoquinas. El tipo de
citoquinas producidas depende principalmente de la naturaleza de
las bacterias y de las células que se encuentren comprometidas con

la reaccion inmunoldgica.
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FACTORES DEL HOSPEDADOR.

1.

Los resultados obtenidos por esta investigacion confirman que en la
terapia periodontal no quirurgica, la fase de mantenimiento es primordial
para consolidar la mejoria clinica, microbiolégica y bioquimica del

tratamiento.

La obtencién para cada paciente de los valores de volumen de FGC a
través de las unidades de capacitancia del Periotron® 8000, junto con los
datos de concentracion en pg/mL de IL-1p, proporcionados por la técnica
de ELISA, asi como la técnica clinica utilizada; resultaron ser en su
conjunto, una metodologia sensible para el diagndstico y como medida de

la severidad y de la progresion de la enfermedad periodontal.

La diferencia obtenida en los niveles de IL-1f con los pacientes con
gingivitis y con los de periodontitis crénica moderada, permitié a su vez
confirmar la utilidad de la IL-1 como marcador inmunologico en cada

patologia.

La utilizacion de la IL-1B como un marcador prondstico de la enfermedad
periodontal, ha permitido demostrar que los niveles locales de esta
molécula manifiestan cambios dinamicos dependiendo del grado de
avance de la enfermedad periodontal, siendo muy elevados cuando hay
inflamacién y destruccion tisular, y muy bajos o ausentes en los tejidos
normales. Esto sugiere que la cuantificacion IL-1 puede ser una
herramienta valiosa para monitorizar la actividad y la progresion en la

periodontitis.

Con este trabajo se confirma también, que un exceso de estimulacion
inmunitaria conduce al dafio del tejido periodontal, lo cual se explica por
la presencia de grandes cantidades de la interleuquina IL-1p, molécula
que ha demostrado tener gran actividad proinflamatoria y destructiva, y
que a su vez tiene la capacidad de diferenciar y activar a los osteoclastos,

justificandose asi la resorcion 0sea caracteristica de la periodontitis.
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RESPUESTA AL TRATAMIENTO PERIODONTAL.

1.

La presente investigacion proporciond resultados mediante los cuales se
confirma que el tratamiento periodontal no quirargico, puede controlar la
progresion de la enfermedad periodontal, teniendo mayor impacto en la
en la periodontitis cronica, con una disminucion en su avance hasta casi
el 60% (17 versus 31 pacientes), en sujetos que fueron tratados y

mantenidos con esta terapia.

La presente investigacion proporciono resultados mediante los cuales se
observa que en los primeros seis meses posteriores a la fase inicial del
tratamiento periodontal no quirdrgico, se percibe la mejora en las
variables clinicas, asi como en las variables bioguimicas y en general
una importante disminucion de las especies periodontopatdgenas. En la

fase de mantenimiento, estos parametros se estabilizan.
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ANEXO |

MEDIO REDUCIDO DE TRANSPORTE (RTF)

Las cantidades de las sales se calcularon para 1 L de medio.

Sales: K2PO4 0,45¢
KH2PO4 0,459
NaCl 0,909
(NH4)SO4 0,90g
MgSO4 0,18¢
EDTA 0,389
Na2CO3 0,40g
Ditiotreitol 0,209

Procedimiento.
1. Se pusieron las sales en un matraz esterilizado.

2. Se adiciond 1 L de agua destilada estéril y se agitdé en direccion hacia
arriba y hacia abajo.

3. Se esteriliz6 el medio con un filtro 0,22 uM y un portafiltro.
4. Se transfirieron alicuotas en viales de 50 mL y almacen6 a 4°C.

5. EIl pH final del medio fue de 7.

SOLUCION SALINA DE FOSFATOS (PBS) 0,1M pH 7,4

Las cantidades de las sales se calcularon para preparar 1 L de medio.

Sales: NaCl 80,09
KCI 2,09
Na2HPO4 9,179
KH2PO4 2,09
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Procedimiento.

1. Se pusieron las sales en un matraz esteéril.

2. Seadicion0 1 L de agua destilada y se agito.

3. Se alicuotaron en viales de 50 mL

4. Se esterilizaron a 121°C con presion de 21 Ib por 15 minutos.
5. Se almacenaron a 4°C.

(Cfr. Herrera 1998, Bergey 1994).
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ANEXO 11
MEDIO DE CULTIVO NO SELECTIVO AGAR - SANGRE
Uso:

Para cultivo de microorganismos anaerobios obligados estrictos, obligados
moderados, facultativos, aerotolerantes y microaerofilicos a partir de
muestras clinicas, cuenta total de organismos anaerobios en liquidos, entre

otros.

Principio:

En la formulacion de este medio se tienen dos peptonas y el extracto de
levadura que proporcionan la fuente y los nutrientes necesarios para el
crecimiento de los microorganismos, el cloruro de sodio mantiene el

equilibrio osmético, la hemina es el factor de enriquecimiento, la L-cistina

hace al medio més nutritivo.
Procedimiento agar-sangre:

1. Se rehidrataron 40 g del medio base para agar sangre en 1 L de agua

destilada. Se dejo reposar de 10 a 15 minutos.

2. Se calentd agitando con un agitador magnético hasta el punto de

ebullicién durante 1minuto para disolver por completo.

3. Se esterilizo en autoclave esta solucion a 121°C con presion de 21 Ib

durante 15 minutos.

4. Se dejd enfriar hasta alcanzar los 45°C y se mantuvo en una parrilla con

agitacion suave.

5. Se adicionaron 50 mL de sangre de caballo desfibrinada y una solucién de
hemina- menadiona (25 mL por 2 L), se vertié suavemente evitando

formar burbujas.

6. Se vaciaron 20 mL de medio por cada caja de Petri estériles. Cuando el
agar se solidifico se incubaron A 37°C en posicién invertida durante 24
horas para comprobar su esterilidad se colocaron en posicion invertida

una noche .Después se conservaron en refrigeracion a 4°C para su
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posterior utilizacion envueltas en plastico para evitar pérdida de agua.
(Cfr. Scott 1996, Herrera 1998)

Procedimiento hemina-menadiona:

1. Se disolvieron en un matraz estéril 50 mg de menadiona en 10mL de
alcohol etilico absoluto 96°, mezclando con agitador magnético durante

algunos minutos.

2. Se disolvieron en un matraz estéril 25 mg de hemina en 5 mL de NaOH
(40 g/L). Se mezcld con un agitador magnético hasta homogeneizar la

solucién.

3. Lasolucién de hemina se vierte en 485 mL de agua destilada y se mezcla
a estd se adiciona también la solucion de menadiona para obtener un

volumen final de 500 mL de solucion de hemina — menadiona.

4. La solucion se esterilizd con un filtro 0,45 uM y un portafiltro. Se

transfirieron alicuotas en viales estériles de 50mL y se almaceno a 4°C.
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ANEXO 111

MEDIO DE SOJA TRIPTICASA BACITRACINA VANCOMICINA.
TSBV

(AGAR SELECTIVO)

Procedimiento.

1.

Se rehidrataron 40 g de agar soya tripticasa y 1 g de extracto de
levaduraen 1 L de agua .

Se moviod la suspension brevemente con un agitador magnético y se

cubri6 con una gasa.

Se calentd hasta el punto de ebullicibn mezclando con un agitador

magnético durante 10 minutos.
Se esterilizo en autoclave a 121°C 21 Ib durante 15 minutos.

Se dejo enfriar la solucion a 45°C y se puso sobre parrilla-mezcladora y
se introdujo un agitador magnético en condiciones de esterilidad se le
agregan 100 mL de suero de caballo estéril, y se filtr6 con un sistema de

filtro 0,22 uM y un portafiltro en el matraz con la primera solucion.

Se movid brevemente el matraz que contenia la solucion y se le
adicionaron las soluciones de antibiético muy lentamente, utilizando
para su esterilizacion un filtro 0,22um y un portafiltro primero la
vancomicina y por ultimo la bacitracina y se volvié a mover la solucién

hasta homogenizar.

Se vertid 20 mL de medio en cada caja de Petri estériles evitando la
formacion de burbujas utilizando un mechero. Cuando el agar se
solidifico se incubaron en posicion invertida en estufa durante 24 horas

para comprobar su esterilidad.

Se conservaron las placas en refrigeracion a 4°C para su ulterior

utilizacion. (Cfr. Scott 1996, Herrera 1998).

Solucién de Antibioticos
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Procedimiento.
1. Se disolvieron 5 mg de vancomicina en 5 mL de agua destilada.
2. Se disolvieron 75 mg de bacitracina en 3 mL de agua destilada.

Ambas soluciones se utilizaron inmediatamente despues de ser preparada en

condiciones de esterilidad y se utilizaron por cada litro de medio de cultivo.
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ANEXO IV
PRUEBA DE BANA - INDOL (BI)
No-Benzoyl-DL-Arginine B-Naphthylamide (BANA)

Esta prueba se realizo a las bacterias que producen pigmento negro u oscuro,
de las cuales en ocasiones se requirieron subcultivos con catorce dias de

incubacion.

PREPARACION DE BANA

Procedimiento.

1. Para una concentracion de 800 nmol/mL se necesitaron 3,25 mg de BANA
2. Se disolvieron en 10 mL de agua destilada y estéril.

3. Se guardo la solucion a 37°C por una noche.

4. Se mantuvo a 4°C hasta su utilizacion.

REALIZACION DE LA PRUEBA DE LA ACTIVIDAD DE BANA
Procedimiento.

1. Se pusieron 50ul de la solucion de BANA en los pocillos necesarios

segln el nimero de muestra de una placa de ELISA.
2. Se marcé cada con plumon indeleble pozo para su identificacion.

3. Se tomo con una asa bacterioldgica de metal estéril las colonias de
la caja Petri con agar-sangre Yy se depositaron en los pozos

conteniendo la solucién BANA.
4. Se deposit6 cada especie por pozo.

5. La placa se cubrié con Parafilm “M”® Laboratory Film Pechyney
Plastic Packaging por un tiempo de 1 hora y evitando ser expuesta a

la luz.

6. Si la reaccion es positiva se manifiesta un color naranja. Si el

liquido es amarillo la prueba es negativa.
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PRUEBA DE INDOL
Procedimiento.
Reactivo empleado: Reaccion del indol,de Ehrlich. Modificacion de Kovacs.

1. Se adicionaron 50ul del reactivo de Ehrlich. Se deja que la reaccion se

realice por un lapso de 24 horas.

2. Interpretacion: Prueba positiva: Un anillo rojo en la superficie del medio o

semiliquido.

Prueba negativa: No se produce color en la superficie del medio

semiliquido.

Variable (x): Un color anaranjado en la superficie del medio debido a
desarrollo de escatol, un compuesto metilado que puede ser un precursor de

la formacién del indol.

MEDIO SEMILIQUIDO DE SIM

Este medio semiliquido se emplea para las pruebas bioquimicas de indol,

acido sulfhidrico asi como movilidad.
Procedimiento.
1. Se rehidrat6 el medio.

2. Se suspendieron 36 gramos de medio semiliquido SIM en un matraz y se

adicionaron 1000mL de agua destilada estéril.

3. Se llevo a punto de ebullicion para disolver el medio utilizando un
agitador magnético.

4. Se esterilizo en autoclave por 15 minutos a 121°C con una presion de 21

libras.
5. Se alicuotaron 2mL del medio en tubos estériles de ensayo.
6. Se incubaron a 37°C por 24 horas para comprobar su esterilidad.

7. Se mantuvieron a 4°C hasta su utilizacion.
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8. Se inoculé por picadura el microorganismo en estudio con una asa
bacterioldgica recta de metal estéril en un tubo conteniendo el medio

semiliquido de SIM .
9. Seincubo a 37°C por un periodo de siete dias.

10. La reaccion es positiva al acido sulfihidrico al manifestarse un color negro

en el medio semiliquido.

11. La reaccidn es positiva al movimiento si se observa el medio semiliquido

con una franja turbia.

PRUEBA A LA CATALASA

La prueba a la catalasa es util para la diferenciacion de algunas especies
debido a la actividad de esta enzima, dando catalasa positiva o catalasa

negativa.
Procedimiento.

1. Se toma muestra con una asa bacterioldgica de metal estéril de la caja
Petri conteniendo el medio selectivo de TSBV o medio no selectivo Agar-

Sangre.
2. Se coloco la colonia muestra sobre un portaobjeto limpio y estéril.
3. Se adiciono una gota de agua oxigenada (H,0) al 3% sobre la muestra.

4. La reaccion se observa inmediatamente con la produccién de burbujas en

aquellas colonias catalasa positiva.

(Cfr. Slots 1981, Ishihara 1992, Mac Faddin 1993, Herrera 1998, Hartroth
1999).
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ANEXO V
TINCION DE GRAM

La tincién de Gram, descrita hace aproximadamente mas de 100 afios por
Hans Christian Gram, se utiliza con frecuencia para examen microscépico

directo de muestra y de cultivo.

La tincidn de cristal violeta es una tincion primaria que se une a la pared
celular bacteriana después del tratamiento con una solucion debil de yodo, lo
cual sirve como mordente para la union del colorante. Algunas especies
bacterianas, debido a la naturaleza quimica de su pared celular, tienen la
capacidad de retener el cristal violeta ain después del tratamiento con un
decolorante organico, como es la mezcla en partes iguales de alcohol etilico al
95% vy acetona. Las bacterias que retienen el colorante se observan al
microscopio azul/morado y se denominan Gram positivas. Otro tipo de
bacterias pierden tincion primaria con el cristal violeta cuando son tratadas
con el decolorante, esto es debido a su alto contenido en lipidos en su pared
celular. Estas bacterias decoloradas captan la contratincion con safranina y al
microscopio se observan de color rojo y se denominan Gram-negativas.
(Davis 2003).

Preparacion de las soluciones de tincion Gram.

Solucién de Cristal Violeta.

Procedimiento.

1. Se disolvieron en un matraz 0,5 g de cristal violeta en 100 mL de agua

destilada.

2. Se agito frecuentemente la solucion para garantizar la completa disolucion

de los ingredientes.

3. Se filtré la solucién colorante con papel filtro en un frasco oscuro

previamente etiquetado con la fecha del procesamiento.
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Solucién Yodada de Gram.

1.

Se disolvieron en un matraz tapon 1g de yodo (1) en 100 mL de agua

destilada.

Se adicioné el yoduro potasico (KI) y se agitd para disolver

completamente los ingredientes.
Se aford con 200 mL de agua destilada una vez obtenida la solucién.

Se filtro con papel filtro en un frasco oscuro previamente etiquetado con

la fecha del procesamiento.

Solucién de Safranina.

1.

Se disolvieron en un matraz tapén, 1 g de safranina, 45 en 100 mL de

agua destilada.

Se agité frecuentemente la solucién para garantizar la disolucion de los

ingredientes.

Se filtr6 la solucion colorante con papel filtro en un frasco oscuro

previamente etiquetado con la fecha del procesamiento.

Procedimiento.

Se hizo un frotis fino de la muestra y se coloco sobre un portaobjeto

Se fij6 la muestra en el portaobjeto pasandolo 3 0 4 veces a través de la
Ilama de un mechero Bunsen de manera que el material no sea eliminado

durante el procedimiento de tincion.

Se coloco el frotis sobre un soporte para tincién y se cubrio esta con

solucién de cristal violeta.
Se dejo el frotis en exposicidn al cristal violeta durante 60 segundos.

Se enjuago con suficiente agua destilada para eliminar el cristal violeta no

fijado.

Se cubrié la superficie del frotis con solucién de yodo durante 60

segundos.
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7. Se enjuagé aproximadamente durante 10 segundos con solucion
decolorante alcohol acetona hasta que se elimine toda la solucién de

cristal violeta.

8. Se cubrio la superficie del frotis con una solucion de contra-tincion de

safranina durante 60 segundos.
9. Se enjuago con suficiente agua para eliminar la solucién de safranina.

10. Se colocd el preparado en posicion vertical para que el exceso de agua se

elimine y se seque a temperatura ambiente.

11. Se observd al microscopio el frotis tefiido con aceite para inmersion con
el objetivo 100 X.

(Cfr. Mac Faddin 1993, Herrera 1998).

207



ANexos

208



ANexos

ANEXO VI

6.1 MATERIAL ODONTOLOGICO

>

YV V V V

Jeringa hipodermica SML PLASTIPAK® B-D®

Gasa estéril.

Puntas de papel estéril Periopaper

Hielera

Geles para congelar

6.2 MATERIAL DE LABORATORIO
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Micro test tubo Eppendorf 1.5 mL

Gradilla EPPENDORF® para tubos de 1,5-2mLp/24
Caja EPPENDORF®para puntas amarillas

Caja ROBBINS SCIENTIFIC® para puntas azules
Parafilm “M”®Laboratory Film

Vaso de precipitado 600mL KIMAX®

Vaso de precipitado 250mL PYREX®

Matras Elenmeyer Pirex® N0.4980 500mL

Matras Elenmeyer Pirrex® N0.4980 250mL con tepén No.5
Tubo de ensayo de 13x100 Pirex®

Tubo de ensayo 14x100 Pirex® con rosca con tapa.
Cajas Petri estériles 100x15 SyM Laboratorios®
Frasco viales de 100 mL

Puntas amarillas

Puntas azules

Agitador magnético.

Protector de pozos: 4 tiras adhesivas.

Papel filtro 2 QUALITATIVE WHATMAN LTD®
Espatula de plastico Via Medic SI-LAB®.

Sistema de filtro CORNING® 250 mL .0,22 uM acetato de
celulosa

Filtro tipo H.A. 0,45uM MILLIPORE®

Filtro tipo GS 0,22uM MILLIPORE®

Portafiltro SWINNEX-25 MILLIPORE®

Frasco LUX con rosca y tapon.

Portaobjetos ELSOL® 76X26 mm.
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6.3 MATERIAL DE PAPELERIA

Cuestionarios para seleccion de pacientes
Carta de conformidad de los pacientes.
Hojas de Historias Clinicas
Periodontograma

Hojas para control de placa bacteriana
Hojas de resultados APl ZYM
Etiquetas adhesivas LESA®
Cuadernos

Marcador permanente AZOR®

Papel aluminio

Plumon indeleble

Lapiz # 2

Goma

Boligrafo .

6.3 REACTIVOS

A\

vV VV V V VYV VYV V V V VYV Y V V V VY VY VYV

DL-Dithiotreitol SIGMAN-ALDRICH Co. D-0632.
KH2PO4 TECNICA QUIMICA S.A.® F-1280

K2HPO4 SIGMA-ALDRICH P-3786

NaCl J.T.BAKER 3624-01

(NH4)2 SO4 Alle van Merck ® 40514R

MgSO4 J.T.BAKER® 2506

EDTA SIGMA-ALDRICH Co.® E-6750

Na2CO3 TECNICA QUIMICA S.A®. 1455

KCl SIGMA-ALDRICH® P-9333

Na2HPO4 J.T.BAKER® 3822

NaOH J.T.BAKER® 3722-20

Agar Soya Tripticasa DIFCO™ 236950

Suero de caballo filtrado estéril EQUITECH-BIO,INC.®
Extracto de levadura BIOXON® 155-3

Vancomicina Hydrochloride SIGMA-ALDRICH Co.® V-2002
Bacitracina SIGMA-ALDRICH Co® B- 0125

Agar base sangre Alle van Merck® 10886

Sangre de caballo desfibrinada HEMO-PROVEEDORES®
Hemina SIGMA — ALDRICH Co.® H-5533

Menadiona SIGMA-CHEMICAL Co® M- 5625
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YV V V V YV V VYV V

YV V. V V

BANA Hydrocloride SIGMA-CHEMICAL® B- 4750
Bp-Glucoronidasa SIGMA — ALDRICH Co.® G-7396.
Alcohol Etilico Absoluto J.T.BAKER 9014-02

Reactivo de EHRLICH Modificacion de Kovac HYCEL DE
MEXICO®, S.A. DE C.V.

Cristal Violeta SIGMA-ALDRICH Co.® V-5
Safranina SIGMA-ALDRICH Co.® S-45
Yoduro pétasico (KI) SIGMA-ALDRICH Co.® P-2963

Yodo (1) Resublimado PRODUCTOS QUIMICOS MONTERREY®
Y-

Agua HPLC J.T.BAKER®
Acetona REACTIVO J.T.BAKER®
Medio SIM BACTO MEDIUM DEHYDRATED DIFCO® 582032

Diluyente  NaCl 99% DIFF3 SYSTEM  COULTER
DIAGNOSTICS®

» Agua destilada UAM-X

» Sobres de Sistema Anaerobio generadores de Hidrogeno (H2) +

Dioxido de Carbono CO2 BECTON DICKINSON BBL™
GasPak™ Anaerobic System Envelopes: filtro de papel, tableta de
borohydride de sodio, tableta de bicarbonato de sodio y cido citrico).

Tiras indicadoras para anaerobiosis N0.70504 BBL® GasPak®,
BECTON DICKINSON®

Estuche para ensayo inmunoenzimatico Quantikine® human IL-1p;
R & D, SYSTEMS.

Pozos IL-1B: 96 posillos de poliestireno (8 hileras con 12 posillos)

conteniendo anticuerpos monoclonales de murine contra IL-1p.

Conjugado de IL-1B: 21mL de anticuerpo polyclonal contra
conjugado de IL-1p para peroxidasa de rabano, con preservativo.

Estandar IL-1 B : 1.25 ng de recombinante IL-1p humano en una base
de proteina amotiguadora con preservativo, liofilizada.

Diluyente RD1C assay : 6mL de base de proteina amortiguada con
Tiras indicadoras para anaerobiosis N0.70504 BBL® GasPak®
BECTON DICKINSON®

Estuche para ensayo inmunoenzimatico Quantikine® human IL-1
R&D SYSTEMS. Numero de Catalogo DLB50

Pozos IL-1pB: 96 posillos de poliestireno (8 hileras con 12 posillos)
conteniendo anticuerpos monoclonales de murine contra IL-1p.
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Conjugado de IL-1B: 2ImL de anticuerpo polyclonal contra
conjugado de IL-1p para peroxidasa de rabano, con preservativo.

Estandar IL-1 B : 1.25 ng de recombinante IL-1p humano en una base
de proteina amotiguadora con preservativo, liofilizada.

Diluyente RD1C assay : 6mL de base de proteina amortiguada con
preservativo.

Diluyente calibrador RD6C: 21mL de suero animal con preservativo.

Concentrado de agua amortiguada: 21mL de solucién concentrada de
revestimiento amortiguado con preservativo.

Color reactivo A: 12.5 mL de peroxido de hidrogeno estabilizado.

Color reactivo B: 12.5mL de cromogeno estabilizado
(tetrametilbenzidine).

Solucidn de suspension de la reaccién: 6mL de 2N de acido sulfurico.
Alcohol 96°. GL Sin desnaturalizar
Acetona J.T.BAKER® 9006-02

Aceite para inmersién SIGMA-ALDRICH Co.® viscosidad tipo A
64287

Agua oxigenada H202 al 3%
APl ZYM BIOMERIEUX, INC.®
Reactivo ZYM A

ReactivoZYM B

Cloruro sodico al 0,85%

6.4 INSTRUMENTAL ODONTOLOGICO.

>

vV VvV VYV V

Espejo bucal # 5 MARTIN GERMANY®

Mango para espejo No. 42-728-01 MARTIN GERMANY®
Explorador EX —L5 RODAX INOX®

Excavador 1145 POB BECHT®

Sonda periodontal F-6 SE PGF HU-FRIEDY®
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YV V Vv VvV VY VYV V V

Sonda periodontal GF/W HU-FRIEDY®
CK-6 NORDENT®

Asada Goldman Fox 21 GF/21 HU-FRIEDY®
Cureta Mc Call 17S/18S MC HU-FRIEDY®
Cureta Mc Call

Cureta Gracey

Portaradiografias

Pinzas de curacion

6.5 INSTRUMENTAL PARA LABORATORIO.

L)

Micropipetas de 20 a 200uL Finnpipette Thermolasystems®
Micropipetas de 100 a 1000uL Finnpipette Thermolabsystems®.
Asa bacterioldgica de cristal

Asa bacterioldgica de alambre.

Jeringa de alta Precision de Ipul HAMILTON ALLTECH
ASSOCIATES INC®

Gradilla para tubos de ensayo./ 90
Gradilla para microtubos Eppendorf /24
Mechero BUNSEN MOD.AE-022

Pipeta multiple Brinkmann Transferpette™ -8.

6.6 EQUIPO
» Periotron 8000® Oraflow, Inc®
» Agitador-mezclador para tubos y vasos Mistral Mixer Lab-line
Instrument. Inc® (Vortex)
» Estufa (Laboratory Equipment UL® REVCO/ LINDBERG

ASHEVILLE, N.C).
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Y

YV V VvV Vv V¥V VYV V V Y

Y

Jarras de Anaerobiosis SISTEMA GAS — PACK( 2.5 litros OXOID
Ltd., AnaeroJar ™ AG 25)

Autoclave Industrias MAN_PLAY®

Lector de Micro placas TIPO 352 LABSYSTEMS MULTISKAN
MS®

Impresora para lector de micro placas FX-870 EPSON®
Parrilla-mezclador Cimerac 2 BARNSTEAD THERMOLYNE®
Congelador Modelo ULT 1375-5-A12 REVCO SCIENTIFIC, INC®
Mechero Bunsen

Microscopio Optico Axiolab HBO 50/AL CARL ZEISS®

Lupa Modelo 561-1 AMERICAN OPTICAL CORPORATION®
Cabina de Seguridad Biologica Clase II Tipo A/B3 NAUIRE™

Centrifuga Modelo J.12/8cabezales APARATOS CIENTIFICOS
SOLBAT®

Balanza Granataria capacidad 2Kg HARVAD TRIP BALANCE
OHAUS®

Balanza Analitica GmbH D-7470 Sauter®
Contador de Colonias LABORATORY COUNTER CLAY ADAMS
BECTON DICKINSON.®

Desecador Completo 160 MM Pirex 7.0 LB13. 2Kg CORNING
INC®
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ANEXO VII
CALIBRACION DEL PERIOTRON® 8000

Para los tres fluidos analizados con el Periotron® en el intervalo de 0,05a 1,0
UL, se observo que la relacion entre las unidades de capacitancia proporcionadas por
el equipo y el volumen de cada fluido, tuvo un comportamiento polinomial de 4°
orden. Para el caso del agua, el valor de r? fue 0,9908. Para el suero humano, el valor
de r? fue de 0,9885 y para el suero diluido el valor de r? fue de 0,9815. El anélisis de
varianza mostro la existencia de una correlacion polinomial significativa entre las
variables, con un valor de p > 0,05. Estos resultados concuerdan con los datos

proporcionados por el proveedor del equipo.

Las tres curvas polinomiales fueron a su vez linealizadas mediante la
aplicacion de logaritmos de base 10, habiéndose obtenido las siguientes expresiones

matematicas:

FLUIDO EXPRESION r? ECUACION
Agua logy =2,1577 + log 0,7845x 0,9896 A
Suero humano | logy=2,1237 + log 0,7912x 0,9942 B

Suero humano

o log y =2,1531 + log 0,7671x 0,9924 C
diluido

El analisis de varianza, mostro la existencia de una correlacion lineal
significativa entre las variables, con un valor de p > 0,05, para los tres casos. Estos
datos permitieron seleccionar la curva proporcionada por la ecuacion C, como la
curva de calibracion a utilizar con el Periotron® para la determinacion de los
volumenes de muestra de FGC contenidos en las tiras de papel para cada paciente

con gingivitis o periodontitis cronica.
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Por otra parte, la curva de calibracion de absorbancia versus pg/mL de IL-1
de la técnica de ELISA, se obtuvo con la siguiente ecuacion (tabla 1, con una r? de
0,9630).

-logy =-1,7907 + log 0,5702x (ecuacion D)

El andlisis de varianza, mostr0 la existencia de una correlacion lineal
significativa entre las unidades de absorbancia y la concentracion de IL-1f en

pg/mL, con un valor de p > 0.05, tabla 2.

Asi pues, al aplicar la ecuacion C a los valores de capacitancia del Periotron®
obtenidas con las tiras de papel impregnadas de FGC de los pacientes con gingivitis
y periodontitis, se determiné el volumen de muestra de este fluido por paciente y con
la ecuacion D se obtuvo finalmente la concentracion de IL-13 en pg/mL para cada

paciente.

Tabla 1. Prueba de t de Student para los parametros de la ecuacion D.

Parametros
Parametro Estimado Error estandar t Prob > /t/
Intercepto -1,790706 0,069265 -25,85 0.00000
Log pg/mL 0,570219 0,055848 10,21 0.0005

Tabla 2. Andlisis de varianza de la curva de calibracion de absorbancia versus pg/mL
de IL-1PB de la técnica de ELISA.

Analisis de varianza (ANOVA)

Fuente Grados de libertad | Suma de cuadrados | Cuadrado medio F cal

Modelo 1 0.29739503 0.297395 10,24
Error 4 0.01141115 0.002853 P>F

C Total 5 0.30880617 0,0005

En la tabla 3 se muestran los valores de “t” de Student y en la tabla 4 se
muestra el analisis de varianza de una via.
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Tabla 3. Analisis de la “t” de Student de los datos de pg Totales de IL-1p versus

Tratamientos.

Prueba de t de Student
t de Student Grados de Libertad Prob. > It/
3,11680032 104 0,0024

Asumiendo varianzas iguales

Tabla 4. Andlisis de varianza de los datos de pg totales de de IL-1p versus

tratamientos.

Fuente Grados de Suma de Cuadrgdo E calculada
libertad Cuadrados medio
Modelo 1 1,8288 1,8288 9,7174
Error 104 19,5790 0,1882 Prob>F
C total 105 21,4078 0,0024

La tabla del andlisis de varianza permite rechazar la hip6tesis nula con una

significancia de 0,0024, menor a 0.05, es decir existe evidencia de que hay una

diferencia estadistica significativa entre las medias en respuesta a los tratamientos.
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