FOUNLP Pag. 42

Baudo Judith;
Tosti Sonia;
Mazzeo Dominga;
Cecho Analia;
Allegretti Patricia;

Facultad de odontologia U.N.L.P.
(alle 50 e/ 1y 115. La Plata. CP: 1900.

drabaudo@yahoo.com.ar
Fuente de apoyo financiero: Universidad Nacional de La Plata

“Sin conflicto de interés’”.

PALABRAS CLAVE
A i o)
Saliva

Biomarcadores

KEYWORDS
Periodontal disease
Saliva

Biomarkers

MARCADORES DE DE

RESUMEN

La enfermedad periodontal es una inf

origen bacteriano. La IL-1 y el TNF-a son pc

ladores de reabsorcion 6sea. El objetivo del trab:
identificacion de IL-1 y TNF-a en saliva de pacient
enfermedad periodontal, en fase preoperatoria y co
cionar su concentracion con parametros clinicos. Se tomc
una muestra de 60 individuos, 30 enfermos periodontal

y 30 control, sanos. Se realizé historia clinica, seriada pe
riapical, indice de placa, medicién de la profundidad de la
bolsa periodontal y graduacion de la movilidad dentaria
Se recogieron muestras de saliva que se estudiaron por
cromatografia gaseosa identificando los niveles de IL-1 y
TNF-a. En el grupo control el indice de placa fue leve en
el 80% (24) y 20% (6) moderado. En los enfermos perio-
dontales 30% (9) moderado y severo 70% (21). Movilidad
dentaria grado 1 en el 24% (7) y 76% (23) grado 2. En el
grupo control los niveles de IL-1 y TNF-a fueron de 552,36
+75,7 pg/mLy 43,56 + 6,44 pg/mL respectivamente. En el
grupo de enfermos periodontales IL-1 876,21 + 95,7 pgy
mLy el TNF-a 98,43 + 7,31 pg/mL. Se observaron niveles
mayores en el grupo de enfermos periodontales en fase
preoperatoria.

SUMMARY

Periodontal disease is a chronic infection of bacterial ori-
gin. IL-1 and TNF-a are potent stimulators of bone resorp-
tion. The objective of the study is the identification of IL-1
and TNF-a in saliva of patients with periodontal disease
preoperative stage and correlate your concentration with
clinical parameters. Took a sample of 60 individuals, 30
sick periodontal and 30 control, healthy itself. Clinical his
tory, serial periapical, plaque index, measuring the depth
of the periodontal pocket and tooth mobility graduation
took place. Samples of saliva, which were studied by g:
chromatography identifying levels of IL-1 and TNF-a
collected. In the control group the plaque index v
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INTRODUCCION

La enfermedad periodontal es una infeccion de origen bac-
teriano, que cursa con un proceso inflamatorio de caracter
crénico. Este proceso inflamatorio estd desencadenado
por un conjunto de bacterias presentes en la cavidad oral.
La presencia de esta comunidad de bacterias adheridas a
los tejidos duros, como pueden ser los dientes, recibe el
término de biofilm. La acumulacién de bacterias en la su-
perficie limpia de los dientes, induce de manera reprodu-
cible una respuesta inflamatoria en los tejidos gingivales
asociados. Esa inflamacion local se mantiene en el tiempo,
mientras contintie presente el biofilm. La eliminacién de la
placa bacteriana, conduce a la desaparicion de los signos
clinicos de inflamacién. Por tanto, la gingivitis es un estado
clinico no destructivo de la enfermedad periodontal.

También existen otra serie de factores etiolégicos, denomi-
nados factores de riesgo, entre los que se encuentran los
biolégicos. Estos, engloban a las enfermedades sistémicas
tales como enfermedades cardiovasculares, pulmonares,
diabetes, obesidad, enfermedades dseas, embarazo, etc.
Un tercer grupo de factores de riesgo, son los basados en
los comportamientos humanos o ambientales. Dentro de
éstos, se encuentran: la higiene oral, el estrés y/o el taba-
co. Otros factores de riesgo son los genéticos, los cuales
se relacionan con la susceptibilidad del individuo para de-
sarrollar la enfermedad. Se ha demostrado ampliamente,
que las bacterias tienen un papel etiolégico primario en la
patogénesis de la periodontitis, participando en la forma-
cién de la bolsa periodontal, la destruccién del tejido co-
nectivo y la reabsorcidn del hueso alveolar. Pero ni la canti-
dad, ni la variedad de las especies, son capaces de ofrecer
una explicacién de los diferentes grados de severidad que
presenta la periodontitis dentro de la poblacién. Las res-
puestas inmunitarias a los microorganismos parecen es-
tar dirigidas principalmente contra las enzimas y toxinas
liberadas extracelularmente. Estas reacciones inmunitarias
tienen como resultado una mayor liberacién de citoquinas
y mediadores proinflamatorios, que a su vez aumentaran
la inflamacion y de esta manera, serdn mas nocivos para el
huésped. La IL-1 y el TNF-alfa son potentes estimuladores
de la reabsorcion ésea. Por lo tanto, una sobreproduccion
de cualquiera de estas dos citoquinas, provocada por la
exposicidon a patdégenos periodontales, puede ser uno de
los mecanismos responsables de la destruccién del tejido
periodontal. La interleuquina 1 (IL-1), citoquina producida
por macréfagos, células B y células del epitelio escamoso,
es un importante mediador inmunitario. Mejora la pro-
duccion de linfocinas, entre ellas el factor de crecimiento
de células T (IL-2) y el factor activador de osteoclastos. La
IL- 2 estimula también la actividad funcional de macréfa-
gos, modula la funcién y causa la proliferacion de células
Natual Killer (NK). Su concentracion se ve aumentada en
los tejidos periodontales durante la periodontitis. El factor
de necrosis tumoral a (TNF-alfa) es una citoquina proinfla-
matoria e inmunomoduladora, es producido por macréfa-
gos después de la estimulacion ocasionada por elementos
bacterianos gramnegativos, monocitos, linfocitos B y T,
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células NK, asi como células no pertenecientes al sistema
inmune como fibroblastos y queratinocitos. Su incremento
ha sido detectado en localizaciones de pacientes con pe-
riodontitis, y estd asociado a la destruccion y reabsorcion
6sea. TNF- beta, antes conocido como linfotoxina, es pro-
ducido de manera primaria por los linfocitos. El TNF-alfa
y el beta intervienen en la activacion de los osteoclastos,
estimulandolos para que causen reabsorcion dsea. (1) (2)
Este trabajo tiene como objetivos identificar en muestras
de saliva de pacientes con enfermedad periodontal, la pre-
sencia de IL-1 y TNF- a en las fases preoperatorias y corre-
lacionar la concentracion en saliva de estos biomarcadores
con parametros clinicos periodontales (sangrado al sonda-
je, profundidad de la bolsa).

MATERIAL Y METODO

Se realizé un estudio transverso con pacientes que con-
curren a la Facultad de Odontologia de la Universidad
Nacional de La Plata, con una muestra de 60 individuos,
divididos en 2 grupos de 30 sujetos: un grupo de enfermos
periodontales y otro de control, sanos. Los criterios de in-
clusion (grupo de enfermos periodontales) fueron: adultos
mayores de 20 afios - diagnéstico clinico y radiografico de
periodontitis cronica - pacientes que no hayan recibido
tratamiento periodontal - pacientes que tengan al menos
un molar y un premolar por cuadrante - pacientes que par-
ticipan voluntariamente en el estudio con firma del con-
sentimiento informado. Los criterios de inclusion (grupo
control) fueron: ausencia de enfermedad periodontal de-
terminada por ausencia de bolsa, de pérdida de insercién y
de reabsorcion ésea. Los criterios de exclusion (comunes a
los dos grupos) seran: pacientes que padezcan enfermeda-
des sistémicas - pacientes mujeres embarazadas, en perio-
do de lactancia o recibiendo terapia hormonal - pacientes
que tomen medicamentos de forma créonica o que estén
tomado antibiéticos o antiinflamatorios — pacientes que
presenten patologia oral no relacionada con la enferme-
dad periodontal - pacientes que abandonen la investiga-
cién en la fase preoperatoria y/o postoperatoria.

Se caracterizo la muestra de acuerdo a las variables: san-
grado al sondaje, profundidad de la bolsa y movilidad den-
taria.

- A todos los integrantes de la muestra se les realizo histo-
ria clinica, seriada periapical, indice de placa de Sillness y
Loe que se utiliza para registrar la cantidad de placa bac-
teriana presente enia entrada del surco gingival utilizan-
do un juego clinico y sonda periodontal convencionales.
Medicion de la profundidad de la bolsa periodontal que
es la distancia del margen gingival a la union epitelial por
medio de una sonda de graduacion variable. Registro de
movilidad dentaria: grado 1: movilidad menora 1 mm en
sentido vestibulo lingual; grado 2: movilidad de 1 a 2 mm
en sentido vestibulo lingual; y grado 3: movilidad en senti-
do vestibulo lingual y ocluso-apical.
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Fig. 1- [ndice de placa en el grupo control.

- El tratamiento periodontal de los pacientes estuvo a car-
go del personal de la Asignatura de Periodoncia de la FOU-
NLP.

- Muestra de saliva: La recoleccidén de muestras de saliva es
simple. Se solicita a los pacientes que enjuaguen su boca,
que descarten el agua de enjuague y que saliven en un
tubo de poliestireno. El enjuague bucal es esencial para
prevenir la contaminacion severa de la muestra con comi-
da o sangre. Se recolecta 2 a 3 ml. La muestra se preserva
de manera segura a temperatura ambiente agregando un
biocida para prevenir la contaminacion y el crecimiento
bacteriano. Los tubos se pre - tratan con azida sédica al
0,1% para preservar la saliva. Se coloca 50ul de la solucion
de azida sodica con una pipeta en el fondo de los tubos y
se deja evaporar a temperatura ambiente. Una vez en el
laboratorio las muestras deben ser congeladas.

- Las muestras fueron extraidas con éter etilico (3x5ml) y
secadas sobre sulfato de sodio anhidro. Luego de filtradas
se inyectaron en un cromatografo gaseoso HP 5890 series
Il plus acoplado a un detector de espectrometria de masa
HP 5972 bajo las siguientes condiciones: Columna: HP5-
MS, 30m x 0.25 mm x 5 ym; Gas Portador: Helio.; Tempe-
ratura del inyector: 200° C.; Temperatura del horno: 40°C,
10° C/min., 200° C,; Temperatura de la interfase: 300° C,;
Temperatura de la fuente idnica: 185° C.; La presion en el
espectrometro de masa, 10-5 torr, previene reacciones ion-
molécula.; Energia del haz de electrones: 70 eV.

- Cromatografia gaseosa: En cromatografia de gases (GC),
la muestra se volatiliza y se inyecta en la cabeza de una
columna cromatografica. La elucion se produce por el flu-
jo de una fase maovil de un gas inerte, y a diferencia de la
mayoria de los tipos de cromatografia, la fase movil no in-
teracciona con las moléculas del analito; su unica funcion
es la de transportar el analito a través de la columna. La
cromatografia gas - liquido se basa en la distribucion del
analito entre una fase movil gaseosa y una fase liquida
inmovilizada sobre la superficie de un soélido inerte. Un
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Fig. 2- [ndice de placa en el grupo periodontal.

cromatografo de gases consiste en varios modulos basi-
cos ensamblados para: 1) proporcionar un gasto o flujo
constante del gas transportador (fase movil), 2) permitir la
introduccion de vapores de la muestra en la corriente de
gas que fluye, 3) contener la longitud apropiada de fase es-
tacionaria, 4) mantener la columna a la temperatura apro-
piada (o fa secuencia del programa de temperatura), 5) de-
tectar los componentes de la muestra conforme eluyen de
la columna, y 6) proveer una senal legible proporcional en
magnitud a la cantidad de cada componente. Cada soluto
presente en la muestra tiene una diferente afinidad hacia
la fase estacionaria, lo que permite su separacion: los com-
ponentes fuertemente retenidos por esta fase se moveran
lentamente en la fase movil, mientras que los débilmente
retenidos lo haran rapidamente. Como consecuencia de
esta diferencia de movilidad, los diversos componentes de
la muestra se separan en bandas que pueden analizarse
tanto cualitativa como cuantitativamente mediante el em-
pleo de los detectores seleccionados.

La identificacién de proteinas en medios biolégicos com-
plejos tales como la saliva también puede realizarse por es-
pectrometria de masas o por electroforesis bidimensional
con geles de poliacrilamida. Al evolucionar las tecnologias
proteémicas, la habilidad de caracterizar proteinas poco
abundantes sera mejorada, conduciendo potencialmente
a la identificacion de biomarcadores proteicos mas especi-
ficos y sensibles para enfermedades sistémicas y orales. En
contraste con las tecnologias anteriores, que se enfocaban
en una o dos proteinas seleccionadas como indicadores
del estado de la enfermedad, los nuevos alcances incluyen
perfiles protedmicos de saliva e investigaciéon de patrones
de expresion de biomarcadores. Con el genoma humano
completo y la disponibilidad de técnicas de alta capacidad
de procesamiento, el uso de trascriptos de gen como indi-
cadores del estado de salud o enfermedad permite la eva-
luacién de una variedad de biomarcadores en un periodo
de tiempo relativamente corto. Al avanzar las tecnologias
necesarias para la identificacion y detecciéon de biomar-
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Fig. 3- Grados de movilidad dentaria.

cadores, el valor funcional de la saliva como fluido para
diagnostico serd mas aceptado. Estos avances cientificos
encierran grandes promesas para el desarrollo de la salud
oral y sistémica. (1) (3)

Las principales ventajas de la cromatografia de gases son:
alta resolucion, velocidad, sensibilidad, sencillez y resulta-
dos cuantitativos. (Lopez Valencia JP Estandarizacion de la
técnica de cromatografia de gases acoplada a espectro-
metria de masas para la identificacion y cuantificacién de
metilésteres de acidos. 2008)

La identificacion y caracterizacion de las proteinas es
crucial en biologia y hasta hace unos anos era dificil por
la falta de métodos analiticos rapidos y sensibles lo que
limitaba los estudios relacionados con la biologia mole-
cular o la gendmica. Se utilizaban técnicas fisicoquimicas
o enzimaticas detectando los productos de reaccién por
espectrofotometria UV o fluorimetria, pero no resolvian
satisfactoriamente el problema analitico. En los anos no-
venta la incorporacién de la MS permitié ir perfeccionando
la informacion y en nuestros dias, esta técnica tiene un pa-
pel trascendental en la identificacién y caracterizacion de
proteinas siendo actualmente la técnica de eleccién para
el andlisis de proteinas complejas.

Las técnicas de separacion cromatograficas y electroforéti-
cas, en combinacién con la MS, son las herramientas fun-
damentales que actualmente se utilizan en la investigacion
de proteinas, o en protedmica, asi como en otros campos
relacionados con las «6micas» (Martin Gémez1 Mc, Balles-
teros Gonzalez M. Espectrometria de masas y anadlisis de
biomarcadores.

RESULTADOS

En el grupo control el indice de placa fue leve en el 80%
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(24) y en el 20% (6) moderado (Fig. 1). En los enfermos pe-
riodontales 30% (9) moderado y severo en el 70% (21) (Fig.
2). Registro de movilidad dentaria grado 1 en el 24% (7)
con bolsas de 4 mm y sangrado al sondaje y grado 2 en el
76% (23) con bolsas mayores de 4 mm y sangrado al son-
daje (Fig. 3). En el grupo control los niveles de IL-1y TNF-a
fueron de 552,36 + 75,7 pg/mLy 43,56 + 6,44 pg/mL res-
pectivamente. En el grupo de enfermos periodontales IL-1
876,21 +95,7 pg/mLy el TNF-a 98,43 pg/mL.

NIVELES DE IL-1Y FNT-0 EN SALIVA
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Fig. 4- Niveles en saliva de IL-1 y FNT-a.

DISCUSION

La saliva provee un medio ideal para la deteccion de mar-
cadores proinflamatorios de la cavidad bucal de origen
granulocitico y mucoso (4) por lo que en este estudio se
evidenciaron niveles elevados de TNF-a e IL-1 en muestras
salivales de sujetos sanos, tal como lo reportan SahebJa-
mee y otros (5) quienes no evidenciaron diferencias esta-
disticamente significativas en los niveles de citosinas, entre
el grupo control (pacientes sanos) y un grupo de pacien-
tes con carcinoma de células escamosas. Estos hallazgos
pudieran estar vinculados con diversos procesos como el
recambio dentario y el estado de salud gingival, donde se
evidencio la presencia de inflamacién grado 1 y grado 2 en
14 de los sujetos evaluados.

En el estudio, todos los sujetos evaluados presentaron
niveles de citosinas proinflamatorias en las muestras es-
tudiadas. Esto coincidid con los hallazgos reportados por
Chiappelli y otros (6) en donde se detectaron niveles de
citocinas proinflamatorias en muestras de sangre y saliva
de individuos normales. Esto se puede explicar, debido a
que las citosinas son mediadores solubles que controlan
muchas funciones fisiologicas como la inflamacién, entre
otros procesos bioldgicos. Por otra parte, no se observo en
ambos estudios, correlacién estadisticamente significativa,
para las IL-1. Sin embargo, en cuanto al TNF-a, una correla-
cion significativa fue evidenciada en los resultados de este
trabajo, probablemente debido a que esta, es la que des-
encadena la cascada de produccién de citocinas proinfla-
matorias, involucradas en diversos procesos inflamatorios.
Los niveles observados de IL-1 salival en las muestras eva-
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luadas coinciden con lo reportado por Ulker y otros (3)
quienes estudiaron los niveles de IL-1, en muestras de sali-
va en pacientes con gingivitis.

CONCLUSIONES

Las actuales tecnicas de diagnostico como el sondeo pe-
riodontal (profundidad de la bolsa), la reaccién de los te-
jidos al sondeo periodontal (sangrado) y las radiografias
periapicales informan sobre el estado actual del paciente,
pero no brindan informacién de la actividad de la enfer-
medad. La actividad de la enfermedad sigue siendo uno de
los topicos de mayor investigacion en periodoncia ya que
es de vital importancia para el clinico saber si el paciente
esta perdiendo periodonto de una manera progresiva, o si
su enfermedad se encuentra en un periodo de estabilidad.

No hay ningin método diagndstico cien por ciento con-
fiable y disponible como indicador de enfermedad perio-
dontal destructiva activa. Sin embargo, la investigacién
se ha encaminado a descubrir elementos metabdlicos del
hospedero que estén implicados en los procesos asocia-
dos con la actividad de la enfermedad. Estos elementos
metabdlicos son los efectores del proceso inflamatorio y
los productos resultantes de esta inflamacion, y que estan
implicados en la pérdida de matriz extracelular, células,
componente fibrilar y reabsorcién ésea, propios de la acti-
vidad de la enfermedad.

El fluido salival es considerado como un elemento auxiliar
importante en el diagndstico y el tratamiento preventivo
de las enfermedades de la cavidad oral, enfermedades sis-
témicas, tumorales, endocrinas, entre otras, debido a que
se han detectado en su composicidon moléculas organicas
de naturaleza proteica, fracciones proteicas, proteinas con-
jugadas, receptores celulares, glucoproteinas, citocinas,
etc. La saliva se convierte en un medio ideal de monitoreo
de los cambios ocurridos durante el proceso salud-enfer-
medad periodontal.

En el campo de la estomatologia, el fluido salival esta lla-
mado a constituirse en un elemento de diagnostico au-
xiliar tanto por la facilidad que brinda la obtencion de la
muestra salival como el descubrimiento de moléculas or-
ganicas que anteriormente no se conocian, constituyendo
asi un aporte importante en el tratamiento preventivo de
las enfermedades locales y sistémicas; tumorales; neurolé-
gicas; nutricionales y también como parte de estrategias
preventivas del futuro de las enfermedades periodontales
y la patologia oral.
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