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INTRODUCCION

1. Enfermedades del periodonto marginal y apical.

En el contexto mas amplio, las enfermedades del periodonto corresponden a un amplio
grupo de entidades clinicas de caracter infeccioso, inflamatorio, metabdlico y
neoplésico, que pueden afectar los tejidos periodontales, tanto a nivel marginal como
apical del diente (1, 2). Las entidades mas prevalentes corresponden a lesiones de
naturaleza inflamatoria causadas por microorganismos que se acumulan en el area del
margen gingival (3). Dentro de ellas la periodontitis cronica (PC) constituye una de las
formas maéas comunes de enfermedad periodontal marginal, afectando a un alto
porcentaje de la poblacion adulta (4, 5). Otra fuente de infeccién e inflamacion frecuente
que puede afectar los tejidos periodontales proviene de procesos sépticos pulpares,
dando origen a otra gama de entidades patoldgicas que afectan al periodonto a nivel del
periapice dentario y que en términos generales se definen como periodontitis apicales
(6). La PC vy la periodontitis apical asintoméatica (PAA) constituyen las principales
enfermedades inflamatorias crénicas con compromiso 6seo de los tejidos periodontales y
son consideradas una de las causas mas significativas de perdida dentaria en adultos,

representando un grave problema de salud publica mundial (5, 7).



Ambas patologias se originan como una manifestacion de injuria tisular localizada, que
presenta signos bien definidos de inflamacion cronica con destruccion del periodonto y
reabsorcion 6sea local en grado variable, y progresan producto de la liberacion sostenida
de mediadores inflamatorios que comprenden citoquinas, quimioquinas, factores
crecimiento y enzimas hidroliticas. La destruccion caracteristica durante estos procesos
osteoliticos resulta principalmente de la activacion de la respuesta inmuno-inflamatoria
del hospedero frente a la continua exposicion bacteriana y por lo tanto, el caracter
destructivo de la enfermedad esta determinado principalmente por la naturaleza
inflamatoria cronica de estas respuestas. Considerando que el desarrollo y progresion de
ambas patologias se centra en la pérdida dsea, la caracterizacion de mediadores
asociados con osteolisis, tales como metaloproteinasas de matriz (MMPSs), citoquinas y
productos de la matriz dsea en fluidos orales, el analisis de estos fluidos podria reflejar
los estados de salud-enfermedad de los tejidos periodontales y por tanto, contribuir como

complemento al diagnéstico clinico (8).

2. Marcadores de metabolismo dseo

Un aspecto fundamental en la patogénesis de estas enfermedades inflamatorias es el
aumento de la tasa metabdlica 6sea total, que en Gltimo término, genera un desequilibrio

a favor de la actividad catabdlica con la pérdida sostenida del tejido 6seo comprometido.



Dentro de los marcadores de metabolismo d6seo mas ampliamente estudiados en

enfermedades inflamatorias crénicas con compromiso 6seo, encontramos:

2.1 Metaloproteinasas de matriz extracelular (MMPs) -2, 8y -9

Entre las enzimas involucradas en la patogénesis de enfermedades inflamatorias cronicas
del periodonto marginal y apical, se han estudiado especialmente las MMPs, debido a
que son capaces de degradar los componentes del periodonto y eventualmente también
podrian jugar un importante rol en la modulacién de la respuesta inmuno-inflamatoria
(9). Las MMPs son una familia de enzimas estructuralmente relacionadas que degradan
la matriz extracelular (MEC), incluyendo componentes de las membranas basales, y
actian sobre diversas moléculas bioactivas, tales como citogquinas, quimioquinas,
receptores celulares de superficie, hormonas, defensinas, moléculas de adhesion,
factores de crecimiento, ligandos apoptdticos, factores angiogénicos y otras enzimas
proteoliticas. Estos hallazgos, ligan la actividad de las MMPs con la modulacién de la
respuesta inmunoinflamatoria y la activacion de complejas cascadas proteoliticas que
podrian regular y autoperpetuar la inflamacion periodontal (10). En base a la
especificidad sobre el sustrato, similitud de secuencia y organizacion de sus dominios las
MMPs de vertebrados se dividen en 6 grupos: colagenasas, gelatinasas, estromelisinas,

matrilisinas, MMP transmembrana (MT-MMPs) y otras, como las MMPs-12, -19, -20, -



22, -23 y -28 (11, 12). MMP-8 forma parte del grupo de las colagenasas, mientras que
MMP-2 (gelatinasa A) y MMP-9 (gelatinasa B) forman parte del grupo de las

gelatinasas.

El colageno tipo | es el principal componente de la matriz extracelular del tejido
periodontal tanto a nivel del ligamento periodontal como del hueso alveolar. La
degradacidn del colageno tipo I, por lo tanto, se considera entre los factores claves en la
patogénesis de las periodontitis marginales y apicales. La MMP-8 es la colagenasa
intersticial predominante en sujetos afectados con periodontitis (13). En un estudio
reciente se observé en ratones deficientes para MMP-8 una importante reduccion de la
expresion de la quimioquina LIX/CXCL5 en un modelo experimental de periodontitis
inducida por Porphyromonas Gingivalis. Estos datos confirman el concepto de que
MMP-8, ademas de participar en degradacion del colageno tipo I, también juega un rol
central en la regulacion de la respuesta inflamatoria durante el curso de la enfermedad
periodontal (14). Diversos estudios han demostrado el rol central de MMP-8 en la
patogenia de procesos inflamatorios crénicos del periodonto marginal y apical,
considerandose como un potencial biomarcador diagndstico, aunque no se ha
demostrado con claridad su rol predictivo en la progresion de estas patologias (15, 16,

17).

La MMP-2 degrada principalmente gelatina, que corresponde a colageno desnaturado.

Ademas, degrada colagenos tipo I, I, 11l y IV; este Gltimo constituye un componente



fundamental de las membranas basales, lo que le otorga un importante rol durante la
metastasis en cancer (12). Se ha reportado que MMP-2 y MMP-9 son expresadas en el
tejido 6seo donde participan en la activacion del ciclo de reabsorcién-formacion
involucrado en la remodelacion dsea y en procesos patologicos de destruccion dsea (18-
22). A nivel 0seo se requiere la degradacion de colageno para el acceso del osteoclasto
al sitio de reabsorcidon, proceso dependiente en parte de la actividad gelatinolitica de las
MMPs. Los productos resultantes de la protedlisis del colageno intersticial generados
por las colagenasas se desnaturalizan espontaneamente a temperatura ambiente y se
transforman en gelatina, la cual es susceptible a la accion de las MMPs -2 y -9 (18, 19).
De este modo, la accion sinérgica de MMP-8, MMP-2 y MMP-9 podria tener un rol
fundamental en la destruccion del tejido 6seo periodontal, y particularmente del
colageno tipo I, principal componente organico de su matriz extracelular. Ademas, se ha
observado que las MMPs pueden activarse, mediante prote6lisis limitada. Existe
evidencia de que MMP-9 activa a proMMP-2, proMMP-9 y proMMP-13, mientras que
ésta ultima a su vez puede activar a proMMP-9. Finalmente, MMP-8 podria ser activada
a través de &cido hipocloroso producto de la actividad de la mieloperoxidasa y por
MMP-14 (23-25). De este modo, la interconexién que se produce en la activacion
proteolitica entre MMPs, representa una cascada de amplificacion que podria perpetuar

la destruccion tisular (9, 24).



2.2 Dickkopf-1 (DKK-1)

La investigacion reciente ha demostrado que muchas proteinas son esenciales para la
proliferacion, diferenciacion y supervivencia de los osteoblastos. Son de particular
importancia la de tipo wingless y la integrasa 1 (via de la Wnt/b-catenina) (26, 27).
DKK-1 es un inhibidor de la via de sefializacién Wnt canonica, bloqueando la activacion
y proliferacion de los osteoblastos. En la artritis reumatoide se ha observado un aumento
de los niveles séricos de DKK-1 asociados con una elevada actividad de los osteoclastos
y la degradacidn tisular. Por otra parte, el bloqueo de DKK-1 tiene como consecuencia
la inhibicion de las erosiones 6seas en un modelo inflamatorio de raton (28). DKK-1 es
un regulador de la masa dsea y remodelacion articular que puede constituir un
prometedor blanco terapéutico en la osteoporosis. Se ha propuesto la inhibicién de
DKK-1 mediante anticuerpos monoclonales para el tratamiento de la osteoporosis (29,
30). En linea con lo anterior, niveles elevados de DKK-1 en la médula 6sea, plasma y
sangre periférica se asocian con la presencia de lesiones osteoliticas en pacientes con
mieloma multiple (31). A pesar de la asociacion entre DKK-1 y pérdida désea (32), no

hay evidencia disponible de su potencial rol de en el desarrollo de PC y PAA.



2.3 Osteonectina (ON)

La ON es una glicoproteina constituyente del tejido 6seo con gran afinidad por el
colageno tipo I, por el calcio y por la hidroxiapatita. Representa el 25% de las proteinas
no colagenas. Se cree que interviene en la regulacion de la adhesion celular entre la
matriz y las células. En el hueso es necesaria para la mineralizacion normal. Basandose
en resultados anteriores, se ha propuesto un papel de la ON en facilitar la maduracion de
procolageno de tipo | y de este modo promover la deposicion de colageno y la formacién
de fibras (33, 34). De este modo, ON es fundamental en los procesos de remodelado y
regeneracion del tejido 6seo (35-38). A nivel periodontal, la expresion de ON se
encuentra en el ligamento periodontal, el cemento y el hueso alveolar (35, 39). En
pacientes con periodontitis cronica, se han reportado aumentos en los niveles salivales
de esta glicoproteina constituyente 0sea en asociacion con pérdida de hueso alveolar
(40), sin embargo no hay evidencia de variacion de ON en fluidos orales de sujetos con

PAA.

2.4 . Periostina (PTN)

La PTN, inicialmente identificada como una molécula de adhesion de los osteoblastos,
desempefia multiples funciones en la regulacion de la diferenciacion, adhesion,

migracion, invasion y supervivencia en una gran variedad de tipos de células incluyendo



fibroblastos, células endoteliales, células epiteliales, osteoblastos y células musculares
lisas. La proteina es altamente homologa abetaig-h3, una molécula inducida por el factor
de crecimiento transformante beta (TGF-beta), que promueve la adhesion y propagacion
celular. Se sugiere quela PTN puede jugar un papel en el reclutamiento y la unién de
precursores de osteoblastos en el periostio (41), como también en la invasion celular de
sujetos afectados con metastasis O0seas de diferentes tipos de cancer (42-45). Sin
embargo, se desconoce la presencia de PTN en el FCG y su potencial rol en las distintas

formas de enfermedad periodontal.

2.5 Fosfatasa Acida Resistente a Tartrato (TRAP)

Los osteoclastos contienen una fosfatasa acida resistente a la inhibicion por &cido
tartrico. Esta fosfatasa acida resistente a tartrato (TRAP), juega un rol clave en la
reabsorcion Osea. Los niveles plasmaticos de TRAP estan elevados en pacientes con
enfermedades 6seas metabdlicas que cursan con un aumento en la velocidad del
remodelado 6seo. TRAP es el Unico de los marcadores de remodelado que evalta la
actividad directa del osteoclasto, ya que el resto de los marcadores de reabsorcién
normalmente refleja el grado de destruccion de la matriz Gsea (46, 47). A nivel
periodontal, un estudio reciente demostré un aumento en los niveles de TRAP, de

productos finales de la degradacion del colageno tipo | y de MMP-8, -9 y 13,



relacionados con metabolismo 0seo, en saliva de sujetos con periodontitis cronica en
comparacion con controles sanos (48); sin embargo, no existen reportes de niveles de
TRAP en FCG en sujetos con enfermedades inflamatorias crénicas del periodonto

marginal y apical.

2.6 Osteoprotegerina (OPG)

La OPG es un miembro de la superfamilia de receptores del Factor de Necrosis Tumoral
(TNF) que funciona como un factor soluble secretado por los osteoblastos no anclados a
la membrana. Actia como receptor sefiuelo, uniéndose al Ligando del Receptor
Activador del Factor Nuclear Kappa B (RANKL) y neutralizandolo; mediante este
mecanismo, OPG ocupa e impide su unién con el Receptor Activador del Factor Nuclear
Kappa B (RANK). OPG inhibe la diferenciacion, sobrevida y fusion de los precursores
de osteoclastos, bloguea la activacién de los osteoclastos maduros e induce a su
apoptosis (49). Si hay suficiente OPG en el medio, este se unira al RANKL, impidiendo
su interaccion con el receptor RANK de los precursores osteoclasticos, 1o que frenara el
proceso de funcionalizacion osteoclastica (50). La sobreexpresion de OPG en ratones
transgénicos se asocia con osteopetrosis severa, similar a lo que sucede en ratones nulos
para RANK y RANKL. En contraste, la disminucion de la expresion de OPG se asocia
con aumento de la actividad osteoclastica y osteoporosis. La administracion parenteral

de OPG recombinante en roedores normales produce aumento de la masa Osea y
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previene la pérdida 6sea inducida por ovariectomia sin los efectos colaterales
esqueléticos y extra esqueléticos (51).

En relacion con las enfermedades periodontales, se ha observado que el radio
RANKL/OPG en FCG se encuentra aumentado en comparacion con sujetos sanos; a su
vez, este aumento en la tasa RANKL/OPG se ha correlacionado con variables clinicas
periodontales, tales como profundidad al sondaje y nivel de insercion clinico (52). A

diferencia de PC, no hay reportes de variacion de OPG en sujetos con PAA.

3. Biomarcadores en FCG como complemento al diagnostico clinico-

radiogréfico.

En la actualidad, el diagndstico clinico-radiogréafico representa el modelo basico para el
diagndstico periodontal a nivel marginal y apical. Clinicamente, el resultado del dafio
tisular en el caso de PC puede reflejarse en un aumento en las profundidades al sondaje
con pérdida de los niveles de insercion clinica como resultado de la migracion apical del
epitelio de unién dentogingival en conjunto con la reabsorcion de la cresta dsea alveolar
(18). A su vez, la pérdida del nivel 6seo de la cresta alveolar puede evidenciarse
radiograficamente, asi como también la lesion osteolitica perirradicular producto del

dafio tisular en pacientes con PAA (53).
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En PC, el examen clinico incluye el sondeo de la profundidad de las bolsas, sangrado al
sondaje, niveles de insercion clinica, y nivel déseo alveolar. Aunque son métodos
relativamente no invasivos, la evaluacion clinico-radiografica refleja el dafio acumulado
de episodios anteriores de destruccion del tejido periodontal, y por lo tanto, carece de la
capacidad para identificar a los pacientes altamente susceptibles que estén en riesgo de
futura progresion. El desafio entonces se centra en la necesidad de disefiar métodos
diagnosticos innovadores que permitan reflejar el estado actual del sitio periodontal
como complemento a los métodos clinico-radiograficos existentes (54). De modo
similar, en el caso de los pacientes con PAA, el estudio radiografico se basa en el
analisis de una imagen bidimensional que refleja el dafio acumulado, sin embargo no
permite evaluar cambios en los tejidos perirradiculares en el corto plazo (53, 55-58). Por
otra parte, las muestras que se utilizan actualmente en el estudio de las lesiones
periapicales, como la biopsia obtenida tras una exodoncia o apicectomia del diente en
cuestion, asi como también el exudado periapical obtenido a través del canal radicular
(59), constituyen métodos invasivos que no permiten el sequimiento de dientes con PAA

y por lo tanto su evaluacion longitudinal.

El fluido crevicular gingival (FCG) constituye un extravasado plasmatico que puede
obtenerse de forma no invasiva desde el surco gingival. Esta constituido por moléculas

derivadas del suero, células hospederas del periodonto, leucocitos y productos
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bacterianos provenientes de la placa subgingival. En condiciones inflamatorias, este
fluido constituye un exudado y por tanto contiene una alta concentracion de proteinas
totales, asi como componentes derivados de los procesos de destruccion local de la
matriz extracelular, y ofrece un gran potencial como fuente de factores que pueden
asociarse con actividad metabdlica total y con el estado actual de salud o enfermedad de

los tejidos periodontales (60-64).

Respecto de los marcadores propuestos, existen estudios que han demostrado cambios
en la composicion del FCG, con aumentos en los niveles y/o actividad de MMP -2,
MMP-9, y particularmente de MMP-8 y concentracion de proteinas totales, reflejo del
estado inflamatorio subyacente en PC (54, 65-67), apoyando ampliamente su analisis
como potencial método complementario al diagnostico y a su monitoreo clinico. A pesar
de la similitud en términos de su patogénesis, la evidencia es aun mas limitada en
relacién con la PAA, sin embargo existen antecedentes preliminares que sostienen
cambios en la composicién del FCG, particularmente respecto de niveles y actividad e
MMP-9, también en esta patologia (64, 68-70). A su vez, el analisis de algunos
marcadores 6seos en FCG como ON, TRAP y OPG, constituye un campo aun
pobremente explorado (71, 72) y en otros casos, como DKK-1 y PN, no existe evidencia
en la actualidad. Finalmente, no existen estudios que evallen en forma simultanea los
posibles cambios en la composicion del FCG de dientes de sujetos con PC y PAA. El

analisis de marcadores bioldgicos en FCG podria contribuir como método
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complementario al diagnostico clinico-radiografico y monitoreo de estas patologias, asi

como también a la evaluacion de su respuesta al tratamiento.

El proposito del presente estudio fue comparar niveles de un set de biomarcadores
directos e indirectos de metabolismo 6seo incluyendo concentracion de proteinas totales,
actividad gelatinolitica de MMPs -2 y -9, y niveles de MMP-8, DKK-1, ON, PTN,
TRAP y OPG en FCG proveniente de dientes de sujetos con PC, PAA y controles sanos,
a su vez asociar estos marcadores bioldgicos con las variables clinico-radiogréaficas
respectivas a cada condicion patoldgica, y finalmente determinar en cada uno de ellos la
precision diagndstica para evaluar su potencial utilidad como método complementario al

diagnostico clinico-radiografico de estas patologias.



14

HIPOTESIS

Durante el desarrollo de enfermedades inflamatorias crénicas de los tejidos
periodontales existe un aumento del metabolismo 6seo con predominio de la actividad

catabolica que se puede reflejar en el FCG.

Proponemos que existe un aumento de la concentracion de proteinas totales, de la
actividad gelatinolitica de MMPs -2 y -9, de los niveles de MMP-8, DKK-1, ON, PTN,
TRAP y OPG en FCG de sitios de dientes de sujetos afectados con PC como de sitios
de dientes de sujetos afectados con PAA, en comparacién con sujetos sanos, que

contribuyen a diferenciar el estado de salud periodontal en términos diagnosticos.

OBJETIVO GENERAL

Determinar niveles y precision diagndstica de un set de marcadores de metabolismo

6seo en FCG de sitios de dientes de sujetos con PC, PAA y sanos.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar y comparar la concentracion de proteinas totales, la deteccion y
actividad gelatinolitica de MMPs -2 y -9, y la deteccién y niveles de MMP-8,
DKK-1, ON, PTN, TRAP y OPG en FCG de sitios de dientes de sujetos con PC,

PAA y sanos.

2. Asociar la concentracion de proteinas totales, la deteccion y actividad
gelatinolitica de MMPs -2 y -9, y los niveles de MMP-8, DKK-1, ON, PTN,
TRAP y OPG con profundidad al sondaje, nivel de insercion clinica, nivel 6seo
radiografico y habito tabaquico en sujetos con PC y con tamafio de lesion apical

y habito tabaquico en sujetos con PAA, respectivamente.

3. Determinar la precision diagnostica de la concentracion de proteinas totales, de
la actividad gelatinolitica de MMPs -2 y -9, y de los niveles de MMP-8, DKK-1,

ON, PTN, TRAP y OPG en FCG de sujetos con PC y PAA.
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METODO

1. Pacientes

En el presente estudio analitico transversal, los pacientes fueron seleccionados de las
Clinicas de Periodoncia y de Endodoncia de la Escuela de Graduados de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Chile. Se incluyeron sujetos con diagndstico clinico
de PC moderada a severa segun criterios definidos previamente (73), con un minimo de
14 dientes naturales, excluyendo terceros molares, donde 5 0 mas sitios presenten
profundidad al sondaje mayor o igual a 5 mm, con pérdida de insercion mayor o igual a
3 mm y extensiva pérdida Osea radiografica. Se excluyeron aquellos sujetos que

presentaron PAA concomitante.

De modo similar, se incluyeron sujetos con diagnostico clinico de PAA segun los
criterios previamente definidos (74) en dientes uni o multirradiculares con formacion
radicular completa, evidenciada por la presencia de lesion apical radiografica >3mm en
dientes con caries extensa y pruebas clinicas de sensibilidad pulpar negativas. Los
dientes incluidos no presentaron sintomatologia dolorosa, ni enfermedades del

periodonto marginal.

Finalmente, se incluyeron voluntarios sanos como grupo control, que presentaron una

profundidad al sondaje igual o menor a 3 mm en todos los sitios, sangrado al sondaje
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(SS) menor al 10%, indice gingival menor a 0,5 y ausencia de diagndéstico clinico de
PAA (75). Los criterios de exclusion para todos los sujetos fueron tratamiento
periodontal o endoddntico previo a la examinacion clinica, enfermedad sistémica y uso
de antibidticos y antiinflamatorios no esteroidales en los Gltimos 6 meses previos al

estudio.

Los antecedentes de los sujetos se consignaron en una ficha clinica. Estos incluyeron
variables demograficas, habito tabaquico, y parametros clinicos periodontales:
profundidad de sondaje (PS), nivel de insercion clinica (NIC) y SS usando una sonda
periodontal calibrada (UNC-15, Hu-Friedy, Chicago). Se incluyeron ademas variables
radiograficas como nivel 6seo radiografico (NOR) en el caso de sujetos con PC
mediante radiografia retroalveolar periapical convencional, calculando la diferencia
entre 100% vy el porcentaje de pérdida Osea desde el limite amelocementario hasta la
cresta Osea alveolar, mientras que en sujetos con PAA se registro el tamafio de la lesion
apical (TLA) mediante radiografia retroalveolar periapical convencional, calculando el

promedio del diametro mayor vertical con el horizontal de la lesion.

El protocolo fue claramente explicado por los investigadores a todos los participantes
del presente estudio, los cuales firmaron un consentimiento informado aprobado por los
Comités de Etica de la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile y de
FONDECYT, de acuerdo con los estandares éticos de la declaracion de Helsinki

(Anexos N°1, N°2y N°3).
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2. Obtencién de Muestra de FCG y Elucion

Las muestras de FCG se obtuvieron mediante tiras de papel (Periopaper ®, ProFlow,
Amityville, New York, USA), desde los dos sitios con mayor profundidad al sondaje en
el caso de los sujetos con PC (dos muestras por sujeto con PC); desde todo el perimetro
del crévice (mesiovestibular, vestibular, distovestibular, distolingual, lingual y
mesiolingual), generando un pool de muestra por diente en cada sujeto con PAA (una
muestra por sujeto) y desde los dos sitios mesiovestibulares de los primeros molares
superiores, en el caso de los sujetos sanos (dos muestras por sujeto sano). Se obtuvieron
por tanto, un total de 30 muestras de FCG a partir de 15 sujetos con PC, 30 muestras de
FCG a partir de 30 sujetos con PAA y 30 muestras de FCG de 15 sujetos sanos (N=90),
en base a un n minimo calculado correspondiente a 10 casos por grupo, considerando
MMP-9 como marcador principal, con una potencia estadistica del 90% y un nivel de

significancia del 5% (75).

Previa aislacion relativa, las tiras de papel se insertaron en el surco gingival durante un
periodo estandarizado de 30 segundos, repetido tres veces con intervalos de 1 minuto en
los sitios respectivos. Luego, el fluido se eluyé mediante el método descrito en reportes
previos (75), en 80 pL de tampén TCL (50 mM Tris-HCI pH 7.5, 0.2 M NaCl, 5
mMCaCl;, y 0.01% Triton X-100) con un coctel inhibidor de proteasas libre de EDTA

(Roche DiagnosticsGmbH) y se almacenaron a -80°C (Figura 1).
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Seleccion de Pacientes: Clinicas de
Periodonciay Endodoncia de la FOUCH

v v !

PC (15 sujetos) PAA (30 sujetos) Sa NOS (15 sujetos)

¥'14 dientes naturales v'Uni o multirradiculares

P ¥PS <3 mm
¥'5 0omasssitios PS 25 mm v'Formacién radicular C. ¥SS menor al 10%
v'NIC 23.mm ] v'TLA radiografica>3mm vIG menora0.5
s/Ext(?nswa.perdlda osea v'Dientes caries extensa ¥ Ausencia de PAA.
radiografica v'Sensibilidad pulpar (-)
30 seg ’ 30 seg 30 seg
\ 30 muestras 30 muestras 30 muestras }

|

v'Eluido en 80 uL de tampén TCL por tira de papel.
v’Almacenamiento a -80°C.

Figura 1. Diagrama de Flujo de secuencia de pasos desde la seleccion de sujetos con
PC: Periodontitis Cronica, PAA: Periodontitis Apical Asintomatica y sanos, .hasta la
obtencion de muestras de FCG: Fluido Crevicular Gingival por un periodo estandarizado
de 30 segundos, elucion en tampdén TCL y almacenamiento a -80°C para su posterior

analisis.
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3. Analisis de eluidos en FCG

3.1. Determinacion de la Concentracién de Proteinas Totales

Se determind la concentracién de proteinas totales en eluidos de FCG mediante el
método del 4&cido biscinconinico, segin indicaciones del fabricante (Pierce
Biotechnology, Rockford, USA). Las concentraciones se expresaron como mg/mL de
eluido obtenidas a partir de una curva estandar usando como estandar albimina sérica de
bovino (BSA). La absorbancia de cada eluido fue determinada mediante el uso de un

lector de microplacas ELx800™.- BioTek.

3.2. Deteccion y Actividad Gelatinolitica de MMP -2y -9

Se determiné la frecuencia de deteccion y actividad gelatinolitica de las proformas y
formas activas de MMPs-2 y -9 mediante zimografia en gelatina. Alicuotas de las
eluciones de FCG se cargaron en geles SDS-PAGE al 10% con 1mg/mL de gelatina
como sustrato; se lavaron dos veces en Triton X-100 2,5% por 15 minutos e incubaron
en un tampon compuesto por 0,5 ml de Tris 1 M pH 7.5 y 1 ml de CaCl, 250 mM
durante 17 horas a 37°C. Para visualizar las bandas correspondientes, los geles se tifieron
con Azul brillante de Coomassie R-250 y destifieron con solucién de &cido aceético al

10%. La actividad gelatinolitica correspondiente se detecto como bandas
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semitransparentes sobre un fondo azul. Se realiz6 densitometria de las bandas obtenidas
mediante un fotodocumentador GEL LOGIC 2200 PRO™ utilizando el Software
Carestream Molecular Imaging (©CarestreamHealth Inc. USA). Los resultados se

expresaron en unidades arbitrarias de densitometria.

3.3 Deteccién y Niveles de MMP-8

Para la determinacion de los niveles de MMP-8 en el FCG de sitios de sujetos con PC,
PAA y sanos, se utilizaron dos métodos de andlisis: un kit comercial de ELISA
(DENTOELISA MMP-8, DENTODIAGNOSTICS, Germany), siguiendo las
recomendaciones del fabricante y mediante el método inmunofluorométrico (IFMA).
Los niveles de proteina se obtuvieron de una curva estandar y los resultados se

expresaron en ng/ml de eluido de FCG.

3.4 Productos de Metabolismo Oseo

La determinacion de las frecuencias de deteccion y cuantificacion de los niveles de
DKK-1, ON, PN, TRAP y OPG se realiz6 mediante paneles de deteccion Multiplex
(Millipore, St. Charles, MO, USA.), segun indicaciones del fabricante. Los datos se

adquirieron mediante una plataforma Luminex (Magpix, Millipore, St Charles, MO) y se
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analizaron con el software MILLIPLEX AnalystR (ViageneTech,Carlisle, MA,

EE.UU.). Los datos se expresaron en pg/mL de eluido.

4. Anaélisis Estadistico

Para las comparaciones de los niveles de los marcadores estudiados se utilizé la prueba
no paramétrica de Kruskal-Wallis en base a la distribucion de los datos, determinada
mediante test de Shapiro-Wilk. Para asociar marcadores de metabolismo 6seo con
variables clinico-radiogréficas cuantitativas y habito tabaquico se utiliz6 el coeficiente
de correlacién de Spearman y la prueba U de Mann-Whitney, respectivamente. Para las
comparaciones de frecuencias entre los grupos de estudio, se utilizd la prueba de Chi-
cuadrado. La evaluacion de la precision diagndstica de los marcadores de interés se
realizd mediante la construcciéon de curvas ROC a través del célculo del area bajo la
curva y la determinacion de los puntos de corte Optimos para la estimacion de la
sensibilidad y especificidad mas alta en forma conjunta, utilizando el indice de Youden
(S + E -1), asi como también los valores predictivos positivos y los valores predictivos
negativos. Los datos se analizaron con el paquete estadistico StataVV12 para comparar
variables cuantitativas y categdricas entre los grupos de estudio, mientras que para la
construccién de las curvas ROC se utiliz6 el paquete estadistico SPSS19. Se considero

significancia estadistica si p<0.05.



23

RESULTADOS

1. Variables demogréficas, clinicas y radiogréaficas

Los sujetos con PC, PAA y controles sanos presentaron una distribucién similar respecto

de las caracteristicas demograficas y del habito tabaquico (Tabla I).

Tabla I. Variables demogréaficas de los sujetos con Periodontitis Cronica, Periodontitis

Apical Asintomética y Sanos.

Parametro PC (n=15) PAA (n=30) | Sanos (n=15)
Edad media + DS (afos) 51,1 +13,7 449 + 13,9 453 + 13,5
% Mujer 54,8% 95,5% 51,6%

% Fumador 26,66% 23,33% 16,13%

PC: Periodontitis Crénica. PAA: Periodontitis Apical Asintomatica. Edad expresada como
promedio de afios + DS: desviacion estandar. Género y fumadores expresados como frecuencia

relativa (%).

En relacion con las variables clinicas y radiograficas periodontales (PS, NIC, SS y
NOR), los sitios seleccionados para la toma de muestra de FCG de sujetos con PC
presentaron PS promedio de 6,3 £ 1,9 mm, NIC promedio de 7,5 £ 2,5 mm, sangrado al

sondaje de un 100% y NOR promedio de 42,8 + 22,6%. Respecto a los sujetos con PAA,
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presentaron TLA promedio de 6,2 + 2,1 mm. Finalmente, los sitios para toma de muestra
de sujetos sanos y con PAA presentaron PS de 2,1+ 0,4y 2,2 £ 0,3 y NIC promedio 1,7

+0,3y 1,6 £0,2 mm, respectivamente y ausencia de sangrado al sondaje (Tabla II).

Tabla Il. Variables clinicas y radiogréficas de los sitios de toma de muestra de FCG de

sujetos con Periodontitis Crdnica, Periodontitis Apical Asintomatica y sanos.

Parédmetro PC PAA Sanos
PS media £ 2,1 DS (mm) 6,3+19 21+04 2,2+0,3
NIC media = DS (mm) 75+25 1,7+0,3 16+0,2
SS (%) 100 0 0
NOR media + DS (%X) 4284226 | - | -
TLA media+DS (mm) |  --—-- 6,2+21 | = -—--

PC: Periodontitis Cronica. PAA: Periodontitis Apical Asintomatica. = DS: desviacion estandar.
PS: profundidad al sondaje expresada en mm. NIC: nivel de insercion clinica expresado en mm.
SS: sangrado al sondaje expresado en porcentaje. NOR: Nivel Oseo Radiografico, expresado en
porcentaje promedio. TLA: Tamafio Lesion Apical, expresado en mm.
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2. Marcadores de metabolismo 6seo.

2.1 Concentracion de proteinas totales

Se observo una concentracion de proteinas totales significativamente mayor en sitios de
sujetos con PC en comparacion con PAA y sanos (p<0,01), mientras que no se

encontraron diferencias significativas entre PAA y sanos (p>0,05) (Figura 2).

Fk

25
L

k%

1.5
L

CPT mgiml

1

: i
PC PAA Sanos

Figura 2. Concentracién de Proteinas Totales expresados en mg/ml de eluido de FCG en
sujetos con Periodontitis Crénica (PC), Periodontitis Apical Asintomética (PAA) y
Sanos. **p<0,01 test Kruskal-Wallis.
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2.2. Deteccion, actividad gelatinolitica de MMPs -2 -9 y niveles de MMP-8

Se identificaron la proforma y forma activa de MMP-9; y en forma infrecuente, la
proforma de MMP-2, mientras que su forma activa no se identifico en las muestras
analizadas mediante zimografia (Figura 3). MMP-8 y proMMP-9 se identificaron en
todas las muestras. Las frecuencias de deteccion de ProMMP-2 variaron
significativamente entre los grupos de estudio (p<0.05). Los sitios con PC presentaron
las frecuencias de deteccidon mas altas (90,32%), seguidos por PAA (67,64%) y controles
sanos (29,03%), mientras que MMP-9 activa se identifico en todos las muestras de PC y

PAA, y en 90% de los controles (Tabla I11).

PAA Sanos

Complejos

Pro MMP-9
MMP-9 a

Pro MMP-2

Fragmentos

Figura 3. Identificacion de formas enzimaticas de MMP-2 y -9 mediante zimografia en
FCG de sujetos con Periodontitis Cronica (PC), Periodontitis Apical Asintomatica
(PAA) y sanos. ProMMP-9: Proforma de MMP-9. MMP-9a: forma activa de MMP-9.
ProMMP-2: Proforma de MMP-2.



Tabla 1ll. Frecuencias de deteccion de MMP-2, 9 y 8
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en FCG de sujetos con

Periodontitis Crdnica, Periodontitis Apical Asintomatica y Sanos.

Forma enzimatica PC PAA Sanos P
ProMMP-2 90,32%* 67,64%* 29,03% 0,0001
ProMMP-9 100% 100% 100% | -
MMP-9a 100% 100% 90% >0,05
MMP-8 (ELISA) 100% 100% 100% | -
MMP-8 (IFMA) 100% 100% 100% | -

PC: Periodontitis Crénica. PAA: Periodontitis Apical Asintomatica. ProMMP-2: Proforma de
MMP-2 ProMMP-9: Proforma de MMP-9. MMP-9a: Forma activa de MMP-9. MMP-8
(ELISA): MMP-8 medido con ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima. MMP-8 (IFMA):

MMP-8 medido con ensayo inmunofluorometrico. *p<0,001 test chi?.

Respecto de los niveles y actividad de MMPs, se observé mayor actividad de proMMP-2
en los sitios de sujetos con PC en comparacion con PAA y sanos (p<0.01), mientras que
no se observaron diferencias entre los sujetos con PAA y sanos (p>0.05) (Figura 4 A).
En relacion con la actividad de proMMP-9, forma activa de MMP-9, activacion de
MMP-9 y niveles de MMP-8 (ELISA e IFMA), se observaron diferencias significativas
entre los grupos. Estas fueron mayores en los sitios de los sujetos con PC en
comparacion con PAA vy sanos. A su vez, los sitios con PAA presentaron niveles de
proMMP-9, MMP-9a, activacion de MMP-9 y niveles de MMP-8 (ELISA e IFMA)

significativamente mayores que los controles sanos (p<0.05) (Figuras 4 B, C, D y E).
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Niveles de ProMMP-2. B) Niveles de ProMMP-9. C) Niveles de MMP-9 activa. ua:
unidades arbitrarias (pixeles). D) Activacion de MMP-9: Relacion entre formas activas
v/s proforma + formas activas expresados en porcentaje. E) Niveles de MMP-8 medido
con ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA). F) Niveles de MMP-8 medidos
con ensayo inmunofluorometrico (IFMA). Expresados en ng/ml de eluido de FCG.
*p<0,05, **p<0,01 test Kruskal-Wallis.

2.3. Deteccion y niveles de DKK-1, ON, PTN, TRAPy OPG

Se determinaron las frecuencias de deteccion y niveles de DKK-1, ON, PTN, TRAP y
OPG mediante paneles de cuantificacion Multiplex. Las frecuencias de deteccidn para
ON fueron significativamente mayores en sitios con PAA en comparacion con sitios con
PC y sanos. En relacién con PTN, las frecuencias de deteccion fueron significativamente
mayores en sitios de sujetos con PC en comparacién con PAA y sanos. Por su parte,
TRAP se detectd en todas las muestras analizadas. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas en las frecuencias de deteccion para DKK-1 y OPG entre

los grupos de estudio (p<0,05) (Tabla 1V).
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Tabla 1V. Frecuencias de deteccion de DKK-1, ON, PTN, TRAP y OPG en FCG de

sujetos con Periodontitis Crénica, Periodontitis Apical Asintomatica y Sanos.

Marcador PC PAA Sanos p
DKK-1 66,7% 61,1% 52,6% >0,05
ON 50% 72,2%* 47% 0,029
PTN 72,2%* 22,2% 26,3% 0,003
TRAP 100% 100% 100% | -
OPG 94,4% 88,2% 87,5% >0,05

Frecuencias de deteccion expresados en porcentaje. PC: Periodontitis Crénica. PAA:
Periodontitis Apical Asintomatica. DKK-1: Dickkopf-1. ON: Osteonectina. PTN: Periostina.

TRAP: Fosfatasa acida resistente a tartrato. OPG: Osteoprotegerina *p<0,05 test chi?

Se observaron niveles significativamente mayores de TRAP y OPG en sitios de sujetos

con PC en comparacion con PAA y sanos (p<0,05), sin embargo no se observaron

diferencias entre sitios de sujetos con PAA y sanos (p>0,05). En relacién con los niveles

de DKK-1, ON y PTN, no se observaron diferencias entre los grupos (p>0,05)

(Figura 5).
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Figura 5. Niveles de marcadores dseos directos en FCG de sujetos con Periodontitis
Crdnica (PC), Periodontitis Apical Asintomatica (PAA) y Sanos. A) DKK-1: Dickoff-1.
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B) ON: Osteonectina. C) PTN: Periostina. D) TRAP: Fosfatasa acida resistente a
tartrato. E) OPG: Osteoprotegerina, expresados en pg/ml de eluido de FCG. *p<0,05
**p<0,01 test Kruskal-Wallis.

3. Asociacion de marcadores con variables clinico-radiograficas y habito

tabaquico.

3.1. Asociacion de marcadores con variables clinico-radiograficas y

habito tabaquico en sujetos con Periodontitis Cronica

Al asociar los niveles moleculares de los marcadores de estudio con variables clinico-
radiogréaficas correspondientes a los sitios analizados de sujetos con PC se observd una
correlacion directa estadisticamente significativa entre los niveles de Pro-MMP-2,
MMP-9 activa, porcentaje de activacion de MMP-9 y TRAP con PS (rho=0,72,
rho=0,66, rho=0,67 y rho=0,69 respectivamente, p<0,001) y NIC (rho=0,59, rho=0,56,
rho=0,52 y rho=0,66 respectivamente, p<0,01). De igual forma, se observé una
correlacion directa estadisticamente significativa entre los niveles de MMP-8 (ELISA e
IFMA) con PS (rho=0,49 y rho=0,58 respectivamente, p<0,01), asi como también una
correlacion directa estadisticamente significativa entre niveles de ON y NIC (rho=0,89,
p=0,04). Por otra parte, se observd una correlacion indirecta estadisticamente

significativa entre niveles de TRAP y NOR (rho=-0,51, p=0,04) (Tabla V).
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Tabla V. Niveles de marcadores de metabolismo 6seo asociados a variables clinico-

radiograficas de sujetos con Periodontitis Cronica.

CPT ProMMP2  ProMMP9  MMP9a ActMMP9  MMP8e MMP8i DKK-1  ON PTN TRAP OPG

PS rho=03 rho=072 tho=008  rho=0,66 tho=0,67 tho=0,49 tho=0,58 tho=00  tho=07 tho=04 rho=069 tho=0,12

p=01  “p=000  p=0683  “p=000  “p=000  “p=0,01  *p=000  p=0B11 p=01  p=012  “p=000  p=0663

NIC rho=01  rho=059 ho=0,14 rho=056 rho=052 tho=02 tho=03 ho=01 tho=08  rtho=05 rho=086 tho=02

p=047  “p=0,00 p=0,496 ~p=0,00 ~p=0,00 p=0,184 p=0,093 p=0656 "p=0,04 p=005  *Pp=0,00 p=0,372

NOR rho=02 rtho=0,02 tho=-027 tho=01 tho=0,11 tho=0,0 tho=0,0 tho=00 tho=07 1tho=01  rho=035 1ho=0,0

p=01 p=0.22 p=0,188 p=0615 p=0,609 p=0,702 p=0,803 p=0899  p=01 p=068  “p=0,04 p=0,789

PS: Profundidad al sondaje de sitios con Periodontitis Crénica. NIC: Nivel de insercion clinica
de sitios con Periodontitis Crénica. NOR: Nivel 6seo radiografico de sitios con Periodontitis
Crénica. CPT: Concentracion de proteinas totales. ProMMP-2: Proforma de MMP-2. ProMMP-
9: Proforma de MMP-9. MMP-9 a: Forma activa de MMP-9. Activacion MMP-9: Relacion entre
formas activas v/s proforma + formas activas. MMP-8 (IFMA): MMP-8 medida con ensayo
inmunofluorometrico. MMP-8 (ELISA): MMP-8 medido con ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzima. DKK-1: Dickkopf-1. ON: osteonectina. PTN: Periostina. TRAP: Fosfatasa acida
resistente a tartrato. OPG: Osteoprotegerina. rho: Coeficiente de correlacion de

Spearman.**p<0,01, *p<0,05.

Al estratificar las profundidades al sondaje en dos categorias (< 6 mm y > 6 mm), se
observaron mayores niveles de ProMMP-2, MMP-9 activa, porcentaje de activacion de
MMP-9, MMP-8 (IFMA) y TRAP en los sitios con profundidades al sondaje mayores a
6 mm en comparacion a los sitios con profundidades al sondaje menores o iguales a 6

mm (p<0,05) (Tabla VI).



34

Tabla VI. Niveles de marcadores de metabolismo 6seo asociados a estratificacion de

profundidades al sondaje en sujetos con Periodontitis Cronica.

PS <6 mm n=16 PS>6 mm n=14 p
Mediana (RIQ) Mediana (RIQ)
CPT (mg/ml) 0,9429 (0,75) 1,0806 (0,31) 0,454
ProMMP-2 (ua) 80,12 (156,81) 311,60 (216,39) **0,003
ProMMP-9 (ua) 1632,48 (444,43) 1555,52 (205,41) 0,657
MMP-9a (ua) 595,38 (849,94) 1264,21 (441,92) *0,020
Activacion MMP-9 (%) 0,288 (0,26) 0,46 (0,09) *0,017
MMP-8 (IFMA) (ng/ml) 151.296 (329,54) 363,62 (382,02) *0,040
MMP-8 (ELISA) (ng/ml) 33,39 (32,58) 35,68 (6,55) 0,245
DKK-1(pg/ml) 0,0042 (0,01) 0,0075 (0,02) 0,640
ON (pg/ml) 0,730 (80,7) 0,55 (0,55) 0,468
PTN (pg/ml) 0,566 (1,22) 0,305(0,09) 0,239
TRAP (pg/ml) 0,650 (1,28) 2,147 (2,04) *0,028
OPG (pg/ml) 0,073 (0,11) 0,104 (0,10) 0,524

PS: Profundidad al sondaje. RIQ: Rango intercuartilico. CPT: Concentracion de proteinas totales
expresado en mg/ml. ProMMP-2: proforma de MMP-2. ProMMP-9: Proforma de MMP-9.
MMP-9 a: Forma activa de MMP-9. ua: unidades arbitrarias (pixeles). Activacion MMP-9:
relacién entre formas activas v/s proforma + formas activas expresado en porcentaje. MMP-8
(IFMA): MMP-8 medido con ensayo inmunofluorometrico. MMP-8 (ELISA): MMP-8 medido
con ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima expresados en ng/ml. DKK-1: Dickkopf-1. ON:
Osteonectina. PTN: Periostina. TRAP: Fosfatasa &cida resistente a tartrato. OPG:

Osteoprotegerina expresados en pg/ml. *p<0,05 **p<0,01 test Mann-Whitney.
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Respecto al habito tabaquico en sujetos con periodontitis cronica, no se observaron
diferencias significativas entre fumadores y no fumadores para los marcadores

estudiados (p>0,05) (Tabla VI1I).

Tabla VII. Niveles de marcadores de metabolismo 6seo asociados a habito tabaquico en

sitios de sujetos con Periodontitis Cronica.

No Fumador n=22 Fumador n=8 p
Mediana (RIQ) Mediana (RIQ)
CPT (mg/ml) 1,02 (0,67) 0,69 (0,39) 0,07
ProMMP-2 (ua) 171,71 (280,58) 93,740 (134,52) 0,62
ProMMP-9 (ua) 1481,85 (276,67) 1704,78 (207,55) 0,06
MMP-9 a (ua) 838,80 (976,43) 691,02 (866,73) 0,90
Activacion MMP-9 (%) 0,387 (0,28) 0,288 (0,25) 0,71
MMP-8 (IFMA) (ng/ml) 223,77 (298,16) 151,29 (397,86) 0,71
MMP-8 (ELISA) (ng/ml) 34,765 (16,44) 25,400 (41,83) 0,48
DKK-1 (pg/ml) 0,003 (0,01) 0,006 (0,01) 0,44
ON (pg/ml) 0,86 (5,41) 0,55 (0,55) 0,80
PTN (pg/ml) 0,075 (1,33) 0,119 (0,29) 1,00
TRAP (pg/ml) 1,04 (1,76) 1,08 (2,91) 0,96
OPG (pg/ml) 0,07 (0,10) 0,09 (0,25) 0,32

RIQ: rango intercuartilico. CPT: concentracion de proteinas totales expresado en mg/ml.
ProMMP-2: proforma de MMP-2. ProMMP-9: proforma de MMP-9. MMP-9 a: forma activa de

MMP-9. ua: unidades arbitrarias (pixeles). Activacion MMP-9: relacion entre formas activas v/s
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proforma + formas activas expresado en porcentaje. MMP-8 (IFMA): MMP-8 medido con
ensayo inmunofluorometrico. MMP-8 (ELISA): MMP-8 medido con ensayo inmunoabsorbente
ligado a enzima expresados en ng/ml. DKK-1: Dickkopf-1. ON: Osteonectina. PTN: Periostina.
TRAP: Fosfatasa &cida resistente a tartrato. OPG: Osteoprotegerina expresados en pg/ml. p, test
Mann-Whitney.

3.2 Asociacion de marcadores con variables radiograficas y habito

tabaquico en sujetos con Periodontitis Apical Asintomatica

No se observo correlacion estadisticamente significativa entre los niveles moleculares de
los marcadores de estudio y TLA de dientes afectados con periodontitis apical

asintomaética (Tabla VIII).

Tabla VIII. Niveles de marcadores de metabolismo 6seo asociados a Vvariables
radiograficas de sujetos con Periodontitis Apical Asintomatica.

CPT ProMMP2 ProMMP9 MMP%a ActMMP9 MMP8e  MMPSi DKK-1  ON PTN TRAP  OPG

TLA  rho=01  rho=006 rho=-016  rho=01  rho=0,10 tho=-03  rho=-0,01 tho=-02 rho=011 rho=-02 rho=-01 rho=-01
p=059  p=0852 p=0,464 p=0622  p=0640 p=0056  p=0,937 p=040  p=066 p=032 p=06 p=0,444

TLA: tamafio de lesion apical de dientes de sujetos con Periodontitis Apical Asintomatica. CPT:
Concentracion de proteinas totales. ProMMP-2: Proforma de MMP-2. ProMMP-9: Proforma de
MMP-9. MMP-9 a: forma activa de MMP-9. Activacion MMP-9: Relacion entre formas activas
v/s proforma + formas activas. MMP-8 (IFMA). MMP-8 medido con ensayo
inmunofluorometrico. MMP-8 (ELISA): MMP-8 medido con ensayo inmunoabsorbente ligado a
enzima. DKK-1: Dickkopf-1. ON: Osteonectina. PTN: Periostina. TRAP: Fosfatasa acida
resistente a tartrato. OPG: Osteoprotegerina. rho: Coeficiente de correlacion de Spearman.
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Respecto al habito tabaquico en sujetos con periodontitis apical asintomatica, no se
observaron diferencias significativas entre fumadores y no fumadores en los niveles de

los marcadores estudiados (p>0,05) (Tabla 1X).

Tabla 1X. Niveles de marcadores de metabolismo 6seo asociados a habito tabaquico en

sujetos con Periodontitis Apical Asintomatica.

No Fumador n=23 Fumador n=7 p
Mediana (RIQ) Mediana (RIQ)
CPT (mg/ml) 0,19 (0,17) 0,23 (0,06) 0,35
ProMMP-2 (ua) 15,30 (53,30) 16,37 (48,67) 1,00
ProMMP-9 (ua) 888,68 (769,06) 663,50 (580,06) 0,58
MMP-9 a (ua) 218,43 (211,32) 166,03 (354,29) 0,35
Activacion MMP-9 (%) 0,18 (0,1) 0,18 (0,2) 0,75
MMP-8 (IFMA) (ng/ml) 108,85 (198,03) 84,47 (142,89) 0,89
MMP-8 (ELISA) (ng/ml) 14,51 (12,75) 17,02 (8,79) 0,77
DKK-1 (pg/ml) 0,008 (0,02) 0,002 (0,01) 0,27
ON (pg/ml) 0,73 (0,09) 0,86 (0,39) 0,21
PTN (pg/ml) 0,07 (1,30) 0,06 (0,10) 0,23
TRAP (pg/ml) 0,18 (0,28) 0,28 (0,25) 0,14
OPG (pg/ml) 0,011 (0,10) 0,004 (0,07) 0,94

RIQ: rango intercuartilico. CPT: concentracion de proteinas totales expresado en mg/ml.
ProMMP-2: proforma de MMP-2. ProMMP-9: proforma de MMP-9. MMP-9 a: forma activa de



38

MMP-9. ua: unidades arbitrarias (pixeles). Activacion MMP-9: relacion entre formas activas v/s
proforma + formas activas expresado en porcentaje. MMP-8 (IFMA): MMP-8 medido con
ensayo inmunofluorometrico. MMP-8 (ELISA): MMP-8 medido con ensayo inmunoabsorbente
ligado a enzima expresados en ng/ml. DKK-1: Dickkopf-1. ON: Osteonectina. PTN: Periostina.
TRAP: Fosfatasa &cida resistente a tartrato. OPG: Osteoprotegerina expresados en pg/ml. p, test
Mann-Whitney.

4. Analisis de precision diagnostica.

4.1. Analisis de precision diagndstica en Periodontitis Cronica

El analisis de precision diagnostica en PC mediante curvas ROC (Figura 6) demostrd
areas bajo la curva (ABC) estadisticamente significativas (respecto al area bajo la
diagonal de referencia) en CPT, ProMMP-2, ProMMP-9, MMP-9 activa, porcentaje de
activacion de MMP-9, niveles de MMP-8 (ELISA e IFMA), PTN, TRAP y OPG
(p<0,05). Sin embargo, no se observo significancia estadistica en ABC para DKK-1 y

ON (p>0,05; Tabla X).

Las curvas ROC que presentaron muy alta precision diagnostica para sitios con PC,
definida como ABC >0,9, correspondieron a CPT, proMMP-2, proMMP-9, MMP-9
activa, MMP-8 (ELISA), y TRAP, con ABC de 0,965, 0,911, 0,94, 0,954, 0,939 y 0,947,

respectivamente. A su vez los marcadores activacion de MMP-9, MMP-8 (IFMA), PTN
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y OPG presentaron un nivel aceptable de rendimiento diagnostico con ABC >0,75

(Tabla X).

A continuacién se obtuvieron los puntos de corte 6ptimos para cada marcado utilizando
el indice de Youden. EI mejor rendimiento se observo para CPT con un punto de corte
de 0,55 mg/ml, que presentd una sensibilidad de 87,1% y una especificidad de 100%,
con valores predictivos positivo y negativo de 100% y 88,57% respectivamente; seguido
por TRAP, que con un punto de corte de 0,381 pg/ml, presentd una sensibilidad de
88,89% Yy una especificidad de 89,47%, con valores predictivos positivo y negativo de
88,89% y 89,47% respectivamente; y en tercer lugar observamos el marcador MMP-9
activa con un punto de corte de 284,89 ua., presentd una sensibilidad de 90,32% y una
especificidad de 87,10%, con valores predictivos positivo y negativo de 87,5% y 90,0%,

respectivamente (Tabla X).
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Figura 6. Curvas ROC para Diagnostico de Periodontitis Crénica
CPT: Concentracion de proteinas totales. ProMMP-2: Proforma de MMP-2. ProMMP-9:
Proforma de MMP-9. MMP-9 a: Forma activa de MMP-9. Activacion MMP-9: Relacion
entre formas activas v/s proforma + formas activas. MMP-8 (ELISA): MMP-8 medido
con ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima. MMP-8 (IFMA): MMP-8 medida con
ensayo inmunofluorometrico. DKK-1: Dickkopf-1. ON: osteonectina. PTN: Periostina.

TRAP: Fosfatasa acida resistente a tartrato. OPG: Osteoprotegerina.
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Tabla X. Precision de marcadores biologicos para diagndstico de Periodontitis Cronica

Marcador | Precisién (ABC, IC) | p Corte s E VPP | VPN
CPT 0,965 (0,924 - 1,000
ProMMP2 0,911 (0,833 - 0,988
ProMMP9 0,941 (0,886 - 0,996
MMP9a 0,954 (0,909 - 1,000

( ) 0,000 055mgml 87,10%  100% 100%  8857%
( ) | 0,000 | 4459ua | 77.42% | 100% 100% | 81,58%
( ) 0,000° 111591ua 9677%  80,65%  8333%  96,15%
( ) | 0,000* | 2848ua @ 9032% | 87,10% | 87,50% | 90,00%
%aMMP9 0,812 (0,701-0,922) 0,000 = 2125%  70,97%  7742%  7586%  72,73%
MMPSELISA | 0,939 (0,877-1,000) = 0,000* | 1501ng/ml = 87,50% | 89,66% | 87,50% | 89,66%
MMPSIFMA 0,843 (0,747-0,939) 0,000  7501ng/ml  80,65%  77,42%  78,13%  80,00%
DKK1 0,618 (0,435-0,802) | 0,154

ON 0,504 (0,314-0,695) 0,676

PTN 0,750 (0,623-0,869) | 0,001* | 0,110pg/ml | 72,22% | 7368% | 72,22% | 7368%
TRAP 0,947 (0,883-1,000) 0,000  0,381pg/ml  88,89%  8947%  88.89%  89,47%
OPG 0,785 (0,668-0,901) | 0,000* | 0,04dpg/ml | 72,22% | 77.27% | 72.22% | 77,27%

ABC: Area Bajo la Curva. IC: Intervalo de Confianza al 95%. *p<0,05. S: Sensibilidad.
E: Especificidad. VPP: Valor Predictivo Positivo. VPN: Valor Predictivo Negativo.
CPT: Concentracion de proteinas totales. ProMMP-2: Proforma de MMP-2. ProMMP-9:
Proforma de MMP-9. MMP-9 a: Forma activa de MMP-9. Activacion MMP-9: Relacion
entre formas activas v/s proforma + formas activas. MMP-8ELISA: MMP-8 medido con
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima. MMP-8 IFMA: MMP-8 medida con ensayo
inmunofluorometrico. DKK-1: Dickkopf-1. ON: osteonectina. PTN: Periostina. TRAP:

Fosfatasa acida resistente a tartrato. OPG: Osteoprotegerina.
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4.2. Anélisis de precision diagndstica para el diagndstico de Periodontitis

Apical Asintomatica.

En relacion con la construccion de curvas ROC para el diagnostico de PAA (Figura 7),
se observaron ABC estadisticamente significativas (respecto al area bajo la diagonal de
referencia) para ProMMP-2, MMP-9 activa, activacion de MMP-9, MMP-8 (ELISA),
MMP-8 (IFMA), y ON (p<0,05). Sin embargo, no se observé significancia estadistica en

ABC para CPT, proMMP-9, DKK-1, PTN, TRAP y OPG (p>0,05) (Tabla XI).

Se obtuvo un alto rendimiento en la construccion de la curva ROC para el marcador
MMP-8 (ELISA) para el diagnostico de sitios de dientes con PAA v/s Sanos con un
ABC de 0,869; Utilizando el indice de Youden mas alto, se determind un punto de corte
optimo de 10,38 ng/ml, con el cual se obtuvo una sensibilidad de 92,00% y una
especificidad de 76,67%, con valores predictivos positivo y negativo de 76,6% y
91,67%, respectivamente (Tabla XI). A su vez, se obtuvo un rendimiento aceptable en la
construccién de las curvas ROC del marcador MMP-9 activa para el diagndstico de
sitios de dientes con PAA v/s sanos con un ABC de 0,755. Para este marcador, se
establecio un punto de corte de 1557,44 ua. de densitometria, con el cual se obtuvo una
sensibilidad de 77,42% y una especificidad de 70,97%, con valores predictivos positivo
y negativo de 72,73% y 75,86%, respectivamente (Tabla XI). Finalmente, se obtuvo un

rendimiento regular en la construccion de curvas ROC de los marcadores ProMMP-2,
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activacion de MMP-9, MMP-8 (IFMA) y ON para el diagnostico de sitios de dientes con

PAA v/s Sanos con areas bajo la curva de 0,706, 0,701, 0,684, y 0,744, respectivamente.

1,0
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MMP9a
ActivacionMMP9
0,5 —— MMPS8 (ELISA)
— MMPS (IFMA)
— ON
— Linea de Referencia
- 0,67
o
=
a
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c
a
N g4
0,2+
0.0 T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,3 1,0

1 - Especificidad

Figura 7. Curvas ROC para Diagnostico de Periodontitis Apical Asintomética
ProMMP-2: Proforma de MMP-2. MMP-9 a: Forma activa de MMP-9. Activacion
MMP-9: Relacién entre formas activas v/s proforma + formas activas. MMP-8 (ELISA):
MMP-8 medido con ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima. MMP-8 (IFMA): MMP-
8 medida con ensayo inmunofluorometrico. ON: osteonectina.
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Tabla XI. Precision de marcadores bioldgicos para diagnostico de Periodontitis Apical

Asintomatica.

, Marcador Precision (ABC, IC) P Corte S E VPP VPN
CPT 0,620 (0,480~ 0,761) 0,104
ProMMP2 0,706 (0,575—0,836) | 0,005* | 3,005ua | 67,74% | 70,97% | 70,00% | 6875%
ProMMP9 0,627 (0,488 —0,767) 0,085
MMP9a 0,755 (0,635 0,876) | 0,001* | 1557,44ua = 7742% | 7097% | 72,73% | 7586%
%aMMP9 0,701 (0,570-0,832)  0,006*  162%  67,74%  6129%  6364%  6552%
(

MMPSELISA | 0,869 (0,769-0,969) | 0,000 | 10,38ng/ml | 92,00% | 7586% | 76,67% | 91,67%

)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)

MMPSIFMA 0,681 (0,542-0,821) = 0,019° 14.89ng/ml  84,62%  5161%  5946%  80,00%
DKK1 0,602 (0,414-0,790) | 0,288
ON 0,744 (0,582-0,907)  0,011* = 063pgml  72,22%  7368% = 72,22%  73,68%
TRAP 0,632 (0,447 -0,816) | 0,171
OPG 0,538 (0,347 —0,729) 0,693
PTN 0,465 (0,277 -0,653) | 0,715

ABC: Area Bajo la Curva. IC: Intervalo de Confianza al 95%. *p<0,05. S: Sensibilidad.
E: Especificidad. VPP: Valor Predictivo Positivo. VPN: Valor Predictivo Negativo.
CPT: Concentracion de proteinas totales. ProMMP-2: Proforma de MMP-2. ProMMP-9:
Proforma de MMP-9. MMP-9 a: Forma activa de MMP-9. Activacion MMP-9: Relacion
entre formas activas v/s proforma + formas activas. MMP-8ELISA: MMP-8 medido con
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima. MMP8 IFMA: MMP-8 medida con ensayo
inmunofluorometrico. DKK-1: Dickkopf-1. ON: osteonectina. TRAP: Fosfatasa acida

resistente a tartrato. OPG: Osteoprotegerina. PTN: Periostina.
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DISCUSION

En la actualidad, el diagndéstico clinico-radiogréfico es considerado el estdndar de oro
para el diagnostico periodontal. Sin embargo, la evaluacion clinico-radiografica refleja
el dafio acumulado de episodios pasados de destruccion periodontal, y por lo tanto,
carece de la capacidad para identificar el estado patoldgico actual (76). De este modo,
surge la necesidad de evaluar biomarcadores como potencial método diagnostico
complementario, bajo el concepto de que variaciones en el perfil inflamatorio con
similar fenotipo clinico pueden impactar en la susceptibilidad, severidad y progresion de
la enfermedad (54, 76, 77). En el presente estudio se identificaron marcadores de
metabolismo 6seo en FCG con muy alta (ABC > 0,9) y alta (ABC > 0,85) precision

diagnostica para el diagnéstico de PC y PAA, respectivamente.

Al comparar la actividad y/o niveles de los marcadores en muestras de FCG de sitios de
dientes de sujetos con PC, PAA y controles sanos, se observo que proMMP-9, MMP-9a,
porcentaje de activacion de MMP-9 y MMP-8 (ELISA e IFMA) presentaron niveles
mayores en sitios con PC, seguidos por PAA, en comparacion con controles sanos, con
diferencias estadisticamente significativas entre los tres grupos. A su vez, la CPT,
ProMMP-2, TRAP y OPG fueron significativamente mayores en los sitios de sujetos con
PC en comparacién con PAA vy sanos. En relacion con las frecuencias de deteccion,

también se observaron diferencias entre los grupos, con mayor frecuencia de deteccion



46

de ProMMP-2 en los sitios de sujetos con PC seguidos por PAA, en comparacion con
controles sanos. Del mismo modo, se identificé una mayor frecuencia de deteccion de
PTN en sitios de sujetos con PC en comparacién con PAA y sanos, y a su vez mayor
frecuencia de deteccion de ON en sujetos con PAA en comparacion a PC y sanos
(p<0,05). Al respecto, este es el primer estudio que compara simultdneamente los
cambios en la composicion del FCG en relacion a marcadores de metabolismo 6seo
entre individuos con PC, PAA y controles sanos. Las variaciones, tanto de las
frecuencias de deteccidn, como de la actividad y/o niveles de los marcadores estudiados,
evidencian que el FCG refleja cambios en su composicion en presencia de procesos
inflamatorios cronicos del periodonto, tanto a nivel marginal como apical del diente. De
forma similar al presente estudio, investigaciones realizadas previamente han reportado
niveles elevados de MMPs -2, -8 y -9 en FCG, en asociacion con severidad y respuesta
al tratamiento de sitios de sujetos con PC (23, 24, 78-81); sin embargo la evidencia es
mas escasa para sujetos con PAA. Al respecto, se ha reportado en FCG de sujetos con
PAA una mayor actividad gelatinolitica de MMP-2, y -9 en comparacién con controles

sanos (64, 68 y 69), de modo similar a lo observado en el presente estudio.

Para las comparaciones de actividad y/o niveles de los marcadores estudiados, se
obtuvieron muestras de FCG mediante tiras de papel (Periopaper ®) de los sitios con
mayor profundidad al sondaje y un NIC > 3mm de dientes de sujetos con periodontitis

cronica, debido al carécter sitio especifico de la enfermedad (82, 83); sin embargo, las
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muestras de FCG de sujetos con PAA se obtuvieron desde todo el perimetro del crévice
del diente afectado (mesiovestibular, vestibular, distovestibular, distolingual, lingual y
mesiolingual), generando un pool de muestra por diente de acuerdo al procedimiento
estandarizado en la literatura. Esto se explica en base a que la periodontitis apical afecta
al diente, no a un sitio especifico (64, 68). A pesar de esta diferencia en la unidad de
medicion definida en base al patron de afeccidn correspondiente a cada enfermedad, el
método de obtencidn de muestra esta estandarizado por 30 segundos y cada tira se eluyo
a un mismo volumen final (80 pl de tampon TCL), de modo que los eluidos son

comparables desde un punto de vista cuantitativo.

Los anélisis de asociacion entre variables moleculares y clinicas en sujetos con PC,
revelaron una correlacion directa estadisticamente significativa entre los niveles de
ProMMP-2, MMP-9 activa, porcentaje de activacion de MMP-9, niveles de MMP-8
(ELISA e IFMA) y TRAP con profundidad al sondaje y NIC. Del mismo modo, al
estratificar las profundidades al sondaje en dos categorias (< 6 mm y > 6 mm), se
observaron significativamente mayores niveles de ProMMP-2, MMP-9 activa,
porcentaje de activacion de MMP-9, MMP-8 (IFMA) y TRAP en los sitios con sacos
profundos. Ademas, se observo una correlacion indirecta estadisticamente significativa
entre los niveles de TRAP y nivel déseo radiografico (p<0,05). En concordancia con
estudios previos (79), estos resultados sugieren una asociacion entre marcadores de

metabolismo 0seo y severidad de periodontitis cronica. Sin embargo, no se observo
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asociacion entre los marcadores estudiados y TLA en sujetos con PAA; Si bien se ha
reportado una asociacion entre el tamafo de la lesion apical y la actividad gelatinolitica
(75), probablemente esta ultima se relaciona en mayor medida con los cambios 6seos
radiogréaficos longitudinales que con el tamafio de la lesion apical en un momento dado,
cuyo modelo de progresion podria presentar un patron ciclico de activacion-remision, de
forma similar a lo descrito en PC (84). Por otra parte, al asociar los marcadores del
presente estudio con el habito tabaguico no se observaron diferencias entre fumadores y
no fumadores. Sin embargo, esto podria explicarse fundamentalmente por la falta de
homogeneidad en la distribucién de fumadores en los grupos de estudio. Se ha reportado
una reduccion del estado proinflamatorio local y en consecuencia de una menor
extravasacion de proteinas plasmaticas en el FCG de los sujetos fumadores. Como se ha
descrito en estudios previos, la inflamacion periodontal aumenta el volumen y las
concentraciones de quimioquinas en FCG, mientras que el habito tabaquico los reduce,
lo que explicaria en parte los efectos adversos del habito tabaquico en el proceso
inflamatorio, afectando la respuesta del huésped frente al desafio bacteriano y

promoviendo asi la progresion de la enfermedad periodontal (85, 86).

En un estudio reciente se identificé una elevada precisién diagnéstica de MPO y MMP-8
determinadas mediante ELISA e IFMA (ABC > 0,9), lo que se traduce en una alta
capacidad discriminatoria para el diagnéstico sitio especifico de periodontitis cronica

(82). Del mismo modo, el analisis de precision diagnéstica en PC del presente estudio
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revel6 una muy alta precision diagnostica a nivel de sitio para los marcadores CPT,
ProMMP-2, ProMMP-9, MMP-9 activa, MMP-8 (ELISA), y TRAP con areas bajo la
curva de 0,965, 0,911, 0,941, 0,954, 0,939 y 0,947, respectivamente. Paralelamente se
obtuvieron puntos de corte optimos utilizando el mayor indice de Youden para cada
marcador. Para el diagndéstico de sitios con PC, el indice de Youden maés alto obtenido
fue para CPT, TRAP y MMP-9 activa, con niveles de sensibilidad de 87,1%, 88,89% y
90,32%, y de especificidad de 100%, 89,47% y 87,10%, respectivamente. Estos datos
respaldan el potencial diagndstico de estos marcadores bioldgicos que por primera vez
han sido estudiados como método complementario para el diagndstico sitio especifico de

PC.

Por otra parte, el analisis de precision diagnostica en dientes con PAA para el marcador
MMP-8 (ELISA) revel6 una alta capacidad discriminatoria con un ABC=0,869.
Aplicando el indice de Youden, se obtuvo una sensibilidad de 92,00% y una
especificidad de 76,67%. Este es el primer estudio que evallUa pruebas de precision para
el diagnostico de PAA, revelando la potencial utilidad del analisis de MMP-8 (ELISA)
para discriminar entre estados de salud-enfermedad del periodonto apical, mediante un
método no invasivo como es el analisis del FCG. La determinacion molecular
complementaria del estado de salud-enfermedad del periodonto apical podria impactar

en la toma de decisiones clinicas para el manejo oportuno de esta patologia.
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La determinacion de marcadores moleculares de metabolismo déseo en FCG puede
constituir una herramienta util como potencial prueba complementaria al diagndstico
clinico-radiografico de enfermedades inflamatorias cronicas con compromiso 6seo del
periodonto marginal y apical. El presente estudio, por primera vez determin6 y compar6
en forma simultanea las variaciones en la composicion del FCG de las patologias
osteodestructivas periodontales que constituyen las principales causas de pérdidas
dentarias en adultos (5, 7). Al mismo tiempo y en base a estas variaciones, establecié los
rendimientos de un set de marcadores de metabolismo 6seo respecto de sus precisiones
diagnosticas. Considerando que el diagndstico clinico radiografico presenta limitaciones
ineludibles, ya que reflejan episodios pasados de destruccion del tejido periodontal y no
el estado actual de la enfermedad (88), los resultados del presente estudio demuestran la
potencial utilidad del andlisis de marcadores bioldgicos en FCG como método
complementario al diagnostico clinico-radiografico, aportando informacién sobre el
estado actual de los pacientes, el perfil biolégico en asociacion con los pardmetros
clinicos y discriminando con una alta precision estados de salud-enfermedad, tanto del

periodonto marginal como apical del diente.

En general, los elevados rendimientos diagnésticos obtenidos sugieren profundizar el
estudio de estos marcadores 0seo-inflamatorios, tanto en el diagnostico como en el
seguimiento prospectivo de PC y PAA. Un aspecto a considerar para un analisis mas

detallado de una prueba diagnostica, es que la definicion del punto de corte se ajuste a
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las necesidades diagndsticas requeridas. El indice de Youden identifica el punto de corte
que determina la sensibilidad y especificidad més alta en forma conjunta; sin embargo,
dicho punto de corte no necesariamente determina en forma individual la sensibilidad ni
la especificidad mas alta que podria alcanzar la prueba diagnoéstica (87). Sobre la base de
los resultados del presente estudio, el uso de estos biomarcadores presenta proyeccion en
el diagndstico precoz de la enfermedad, particularmente Gtil en periodontitis crénica,
para lo cual es de rigor contar con pruebas diagndsticas altamente sensibles, o en la
confirmacion del resultado de un tratamiento o seguimiento de una lesién periodontal,
especialmente (til para evaluar el resultado a corto plazo del tratamiento endodontico en
pacientes con periodontitis apical asintomatica; donde el foco debera centrarse en la

busqueda de pruebas diagnosticas con alta especificidad.
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CONCLUSIONES

1.

El FCG muestra cambios en su composicién en presencia de procesos
inflamatorios cronicos del periodonto, tanto a nivel marginal como apical del

diente.

Los cambios en el FCG de sujetos con periodontitis cronica, particularmente de
ProMMP-2, MMP-9 activa, porcentaje de activacion de MMP-9, MMP-8 y

TRAP se asocian con severidad de la enfermedad.

La determinacién de niveles de marcadores bioldgicos en FCG, particularmente
CPT, MMP-2, MMP-9, MMP-8 y TRAP en sujetos con periodontitis cronica y
MMP-8 en sujetos con periodontitis apical asintomatica, puede constituir una
herramienta til como potencial prueba diagnoéstica complementaria al
diagndstico clinico-radiogréafico con una alta capacidad para discriminar estados

de salud-enfermedad del periodonto marginal y apical, respectivamente.
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RESUMEN

Introduccion: El fluido crevicular gingival (FCG) representa una potencial fuente de
biomarcadores de enfermedades inflamatorias cronicas que afectan a los tejidos
periodontales. Estas patologias constituyen las principales causas de pérdida dentaria en
adultos. EIl objetivo del presente estudio fue evaluar niveles y precision diagnostica de
un set de marcadores de metabolismo 6seo en FCG de sujetos con periodontitis marginal

cronica (PC) y de sujetos con periodontitis apical asintomatica (PAA).

Método: En el presente estudio analitico transversal, los sujetos fueron seleccionados
desde la Facultad de Odontologia de la Universidad de Chile. Las muestras de FCG se
obtuvieron de sitios de dientes de sujetos con diagnostico de PC (n=30), PAA (n=30) y
controles sanos (n=30). La concentracion de proteinas totales (CPT) fue determinada
con el método del é&cido bisciconinico. La actividad gelatinolitica de las
metaloptoteinasas de la matriz (MMP) -2 y -9 fue determinada con zimografia y analisis
densitométrico. Niveles de MMP-8 fueron determinados mediante ELISA e IFMA,
mientras que marcadores 6seos directos (DKK-1, osteonectina, periostina, TRAP y
OPG), por el método cuantitativo multiplex. Para las comparaciones entre los grupos se
realizé la prueba de Kruskal-Wallis utilizando el paquete estadistico Stata V12 y para la

evaluacion de precision diagnoéstica se realizo la construccion de curvas ROC vy el
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calculo del area bajo la curva utilizando el programa estadistico SPSS19. Se considerd

significacion estadistica con un valor p<0,05.

Resultados: La proenzima, forma activa, tasa de activacion de MMP-9 y nivel de MMP-
8 (ELISA e IFMA) fueron significativamente mayores en sitios de individuos con PC,
seguidos por PAA, en comparacion con individuos sanos, con diferencias
estadisticamente significativas entre todos los grupos (p<0,05). La CPT, ProMMP-2,
TRAP y OPG fueron significativamente mayores en los sitios de sujetos con PC en
comparacion con PAA y sanos (p<0,05). Al asociar los niveles moleculares de los
marcadores con variables clinico-radiograficas en sujetos con PC, se observé una
correlacion directa estadisticamente significativa entre los niveles de Pro-MMP-2,
MMP-9 activa, porcentaje de activacion de MMP-9 y TRAP con profundidad al sondaje
(PS) y nivel de insercién clinica (NIC) (p<0,01), de MMP-8 con PS (p<0,01) y de ON
con NIC (p<0,05). Se observd ademas una correlacion indirecta estadisticamente
significativa entre TRAP y nivel dseo radiografico (NOR) (p<0,05). El anélisis de
precision diagndstica de los marcadores revel6 que CPT, ProMMP-2, ProMMP-9,
MMP-9 activa, MMP-8 (ELISA), y TRAP presentaron un muy alto rendimiento en sitios
de sujetos con PC, con éareas bajo la curva mayores a 0,9 y con valores de sensibilidad
que fluctuaron entre un 77,42% y 96,77%, y de especificidad entre 80,65% y 100%. A

su vez, en sitios de sujetos con PAA, MMP-8 (ELISA) presentd una alta precision
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diagnostica con un area bajo la curva de 0,869, valores de sensibilidad de 92%, y de

especificidad de 75,86%.

Conclusion: ElI FCG evidencia cambios en su composicion en presencia de procesos
inflamatorios crénicos del periodonto, tanto a nivel marginal como apical del diente, a su
vez estos cambios se asocian con signos clinicos y radiograficos de destruccion
periodontal. La determinacion de marcadores moleculares en FCG podria constituir una
herramienta Util como potencial método complementario al diagndstico clinico-

radiogréafico de periodontitis cronica y periodontitis apical asintomatica.
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Anexo 1: Formulario Consentimiento Informado Aprobado por Comité Bioética
FONDECYT. (muestras PCy Sanos)
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COMITE ASESOR
| UNIVERSIDAD DE CHILE DE BICETICA
| FONDECYT
‘ Facx!ted de Cdontologie - Departamento de Odoutologia Con Z
Facultad de Odontologia Proyecto de Investigacion
! rsidad de Chile Académico Responsable: Jorge Gamonal
=%mleats ¢ ado-Paciente Periodontitis

a -

aacsetdenies Cerersicy
Lapaio«ndlisaminfxdénproduddaporelmulod:plxabﬂzﬁmmb
endayddieme.qmpeodmemus&sdosinidalaelmmmdevolmd
cumbu’odecolorydsangradodelaencia.yhxegosimstntadaoponmmte
ocasiona s pérdidz de los dientes, enfermedad dencminada periodontitis.

El tratamiento de la enfermecad periodomtal permite eliminar la infeccion y ademés
permite detener la destruceion del hueso alveotar a! cual se haya unido el diente.

El propésiic del presente estudio es determina que factores locales y generales, pueden
estar 2sociados con la poriodontits, que pueden contribuir a la destruccidn del tejido de
insercidn del diente y pédida de los dientes. El rol de los factores loczales. lo
determinaremos tomando y luego comparando, unas mucstras bioidgicas en sujetos con
periodentitis crénica, agresiva y sujctos sin periodontitis.

Fin general. hay un tipo de periodortitis que afecta a los sujetos mayores de 35 afos, ¥
que sz dencmina periodottitis crdrica y otra que a‘ccta & individuos mas jdvenes, entre
25 y 34 a%os, que se ¢znomina periodontitis agresiva. El diagndstico de la periodontitis
sc hace luego de! exzmen clinico.

Los sujetos sanos, son aqus!ios que no tienon periodontitis.

A los pecientzs con periocontitis y suietos sin periodontitis. seleccionados per el
presente estudio se les efoctuare ur examen clinico completo, er el que sc determina la
severidad y la exiensién de la infeccidn periodontal. Este ¢s un examen de ruting que se
hace a todos los pacicnies com periodontitis, participen Mo de un estudio de
investigacion

A los pacientes que perticipen del estudio se les tomara 3 tipos de mucstras:

1.- Una biopsia de encis, que 3¢ toma cuando se indica tratamiento quinirgico de
ia infeccidn periodontal. Esta biopsia se tomard, como parte del tratamiento de cirugia
periodontal que pormaimerie s hace 8 Jos pecientes con periodontitis cronica severa
gcnet!indaymznomincwvmkmesmdm.&ubicpsiaxwm
mliméomiadsiénmho}adewwIS.Embiopdascumiparaaisllr.
cé!ulnq::pnnidmmhminﬂnmmhdclpcdcm:&emclhinfmién
periodonts!

2.~ Una muesira de Nuido gingival crevicular (liquido que normalmente fluye
mhmhyd@qummmmmquuummnm
firs de peve’ y que mo tione aingin inconveniente para ¢l paciente
2 3.-Unc=mdemgapeﬁﬁda.m-dnpamm“hbtjamh\
ijgf-mﬁcmhmmnmmdhmhm.dcuml.yd
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Comision Nacional de Investigacion
ey Cientifica y Tecnologica - CONICYT

INFORME DE ASPECTOS BIOETICOS
CONCURSO NACIONAL DE PROYECTOS FONDECYT REGULAR 2012

N° Proyecto 1120138

Investigador/a
Responsable

EMMA MARCELA HERNANDEZ RIOS

CROSSTALK BETWEEN LOCAL HOST RESPONSE TO ENDODONTIC
INFECTION AND LOW-GRADE SYSTEMIC INFLAMMATION IN ASYMPTOMATIC

Titulo APICAL PERIODONTITIS: PROSPECTIVE STUDY EVALUATING THE EFFECT
OF CONSERVATIVE ENDODONTIC TREATMENT

Institucion UNIV.DE CHILE/FAC.DE ODONTOLOGIA

Grupo de Estudio MEDICINA G2-G3

Fecha Santiago, 25 de enero de 2012

Observaciones: ,

Adjunta acta de aprobacion del Comité de Etica de la Facultad de Odontologia, Universidad de
Chile, con fundamentacion.

Adjunta Consentimiento Informado (CI) para pacientes con periodontitis apical asintomatica,
otro para padres de menores con dientes sanos (controles) y asentimiento informado para estos
menores, que son adecuados.

Conclusiones:
-~ Sin observaciones.

Este informe ha sido preparado por los miembros del Comité Asesor de Bioética de FONDECYT.

GasrieLa Ménpez

RaFaeL TELLEZ ManueL SANTOS

Maria ANGELICA SOTOMAYOR ‘_ﬁzsv\lvmm_sn
C&(Q :
RoDRIGO SALINAS UL Vm_:néi
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DOCUMENTO DE INFORMACION PARA EL PACIENTE

LONGITUDINAL PARA EVALUAR LOS EFECTOS DEL
TRATAMIENTO ENDODONTICO

L Versidn 1, paciontes 18 afios o mas ‘]

Antecedenies genorales: Usted ha sido Invitado a parficipar voluntariaments en un
estudio Glulado "Asociacidn entre &a respuesta Jocal del hospedero frente a la infeccidn
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