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INTRODUCCION

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria iniciada por la accion de
microorganismos presentes en el biofilm dentogingival y que lleva a la
destruccion del aparato de insercion periodontal (Offenbacher et al., 2008). Uno
de los principales factores de riesgo para el desarrollo de periodontitis es el
héabito de fumar (Barbour et al., 1997; Tonetti, 1998; Bergstrom, 2004). El
tabaquismo no sélo incrementa el riesgo de desarrollo de periodontitis sino que
también afecta de manera significativa la respuesta a la terapia periodontal,
tanto quirdrgica como no quirdrgica (Johnson & Guthmiller, 2007; WHO 2011).
En Chile, datos del Minsal (CONACE 2004) indican que la prevalencia de
tabaquismo en la poblacion de 12 y 64 afios es de 42,5%, distribuyéndose en
40,4% para las mujeres y 44,8% para los hombres, con un consumo promedio
de 6-7 cigarrillos al dia. Por otro lado la poblacién mayor de 45 afios es la que
presenta el mayor consumo promedio alcanzando los 9 cigarrillos al dia. La
exposicion al humo de tabaco puede alterar no solo la reparacion de los tejidos
periodontales sino que también la respuesta inflamatoria (Lee et al., 2012). La
reparacion de los tejidos periodontales es un proceso en el cual participan
diferentes poblaciones celulares tales como queratinocitos, fibroblastos,

osteoblastos y células inflamatorias. Los fibroblastos constituyen la poblacién



celular predominante en el tejido de granulacion periodontal y participan
activamente secretando la matriz colagena necesaria para permitir la reparacion
del tejido periodontal afectado por periodontitis. El factor de crecimiento
transformante betal (TGF-B1) es un polipéptido que cumple un papel crucial en
la reparacion de heridas, ya que favorece la diferenciacion de fibroblastos en
miofibroblastos e induce la produccion de la matriz coldgena necesaria para la
reparacion de heridas (Barrientos et al., 2008). Por otro lado, el factor de
necrosis tumoral de tipo alfa (TNF-a) es una citoquina inflamatoria que es
secretada principalmente por macrofagos del tejido gingival y que ha sido
vinculada a la destruccion del tejido periodontal gracias a su capacidad para
inducir la produccién de enzimas proteoliticas tales como metaloproteasas de
matriz (MMPs) (Smith et al., 2009) Estudios recientes han mostrado que en
fibroblastos gingivales la exposicién a TNF-a puede disminuir la respuesta “pro-
reparativa” activada en fibroblastos gingivales por TGF-B1 tales como la
produccion de colageno, fibronectina, periostina y la diferenciaciéon hacia el

fenotipo miofibroblastico (Arancibia et al., 2012).

Dado que la citoquina TNF-a puede modular negativamente la respuesta
reparativa en fibroblastos gingivales y que este mediador esta presente en el
tejido periodontal en reparacion, resulta especialmente interesante el identificar

Si es que existen alteraciones en los niveles de esta citoquina durante la



reparacion de los tejidos periodontales. Considerando que los tejidos
periodontales de los pacientes fumadores presentan alteraciones en sus
mecanismos de reparacion, el objetivo principal de esta tesis fue el identificar si
el tabaquismo puede modificar la capacidad de reparacion tisular asociada a la
terapia periodontal y si esta reparacion alterada puede ser explicada, al menos
en parte, por la presencia de niveles elevados de la citoquina pro-inflamatoria

TNF-a.



ASPECTOS TEORICOS

Los tejidos periodontales estan constituidos por la encia y los tejidos
periodontales de insercion como son cemento radicular, ligamento periodontal y
hueso alveolar (Bartold et al., 2006). La encia corresponde a una mucosa
conformada por un epitelio de revestimiento y un corion de tejido conectivo que
se encuentran en constante exposicion a agentes injuriantes tanto fisicos,
quimicos y bacterianos (Bartold et al., 2006). La forma mas prevalente de
periodontitis corresponde a la llamada periodontitis cronica. En Chile, la
prevalencia de pérdida de insercion clinica ha sido estimada en 38% en adultos
jovenes y 69% en adultos mayores (Gamonal et al., 2010). El tratamiento de la
enfermedad consiste en el debridamiento mecanico de la superficie radicular
con el propésito de reducir los niveles de bacterias contaminantes causantes de
la respuesta inflamatoria periodontal (Lang & Lindhe. 2008). Esto permite lograr
una superficie radicular biocompatible que facilita la cicatrizacion de los tejidos y

la reduccion de los niveles de inflamacion (Lang & Lindhe. 2008).

Fases o etapas de lareparacion de tejidos

El debridamiento de la superficie radicular permite descontaminar la raiz
dentaria. La fase inicial de la reparacion tisular corresponde a la de hemostasia

gue es activada en forma consecutiva a la hemorragia desencadenada por la



terapia periodontal. En esta se conforma un coagulo sanguineo constituido por
eritrocitos, plaquetas activadas y una matriz conformada por fibrina,
fibronectina, vitronectina y trombospondina (Polimeni et al., 2006). Esta matriz
detiene la hemorragia y favorece los procesos de adhesién, migracion y
proliferacion celular necesarios para la reparacion del tejido (Shaw & Martin.
2009). Luego de finalizada la fase hemostatica sobreviene una respuesta o fase
inflamatoria donde abundan polimorfonucleares neutréfilos y monocitos que
llegan al sitio injuriado. Estas células tienen como funcién limpiar el coagulo de
bacterias y del tejido necrotico a través de la fagocitosis, liberacion de enzimas

y productos oxigenados (Shaw & Martin. 2009).

Los macréfagos atraidos al tejido en reparacidbn secretan una serie de
mediadores polipeptidicos o factores de crecimiento que participan en la
reparacion periodontal. Estos factores actian reclutando fibroblastos y células
endoteliales al tejido dafiado estimulando ademas su proliferacion y produccion
de moléculas de matriz para conformar el llamado tejido de granulacion
(Polimeni et al., 2006). Estas células migran principalmente desde los bordes de
la herida atraidos por factores de crecimiento secretados por las plaquetas y
macroéfagos infiltrantes (Aukhil, 2000). Una vez en el tejido, los fibroblastos se
diferencian a un fenotipo celular especifico conocido como miofibroblasto

(Goldberg et al., 2007). Estas células se caracterizan por secretar abundante
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matriz extracelular contribuyendo la regeneracion de las fibras colagenas que
contribuyen a la conformacion de la insercion periodontal. Los miofibroblastos
se caracterizan por expresar una isoforma de actina conocida como actina
muscular de tipo alfa (a-SMA) (Shaw & Martin. 2009). Este tipo especial de
actina le confiere a la célula una mayor capacidad contractil lo que ha sido
vinculado con la reduccion del volumen de la herida y, por lo tanto, con la

reparacion del tejido (Shaw & Martin. 2009).

En consecuencia la actividad coordinada de sintesis de componentes de matriz
y de proteasas que remodelan la matriz en formacion sumado a la actividad
contractil del citoesqueleto celular del miofibroblasto, permite la remodelacion
del tejido en reparacion (Hakkinen et al., 2000). Como se menciond
anteriormente, la funcion del fibroblasto se encuentra controlada principalmente
por factores de crecimiento y citoquinas que regulan la capacidad de migracion,
proliferacion, sintesis y degradacion la matriz extracelular (Hakkinen et al.,
2000). Un elemento importante a considerar es que las caracteristicas de la
reparacion periodontal dependeran de la ausencia o presencia de sefiales para
reclutar y estimular las células que participan en el proceso de reparacion tisular

(Polimeni et al., 2006).

Dentro de los factores de crecimiento y citoquinas que participan en este

proceso se ha determinado que TGF-B1 y TNF-a juega un papel crucial en la
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respuesta inflamatoria y reparativa periodontal (Bartold et al., 2006). TNF-a es
la principal citoquina mediadora de la respuesta inflamatoria aguda ante la
infeccion de bacterias Gram negativas y es la responsable de muchas de las
complicaciones sistémicas de infecciones generadas por este tipo de bacteria
(Abbas y Pillai 2004). Tiene una potente actividad durante la fase inflamatoria
de la reparacién de heridas y también en condiciones de inflamacién crénica
como en la periodontitis (Wajant et al., 2003). TNF-a es producida como una
proteina de transmembrana de 233 residuos aminoacidicos, (Abbas y Pillai
2004). Al estar unida a la membrana su actividad biolégica permanece limitada,
siendo activa su forma soluble (Abbas y Pillai 2004). Su principal fuente celular
son los fagocitos mononucleares activados, linfocitos T, células NK y mastocitos
(Abbas y Pillai 2004). Entre las principales funciones de TNF- a estan facilitar la
migracion de neutréfilos y monocitos hasta el foco de infeccién induciendo la
expresion de moléculas de adhesion en células vasculares endoteliales (Abbas

y Pillai 2004).

TGF-B1 es una citoquina que juega un papel fundamental en la diferenciacion
de miofibroblastos. Inicialmente es secretado en el tejido dafiado por plaquetas
y posteriormente también por macréfagos y células epiteliales, entregando asi
un suministro continuo de este factor para la reparacion tisular (Frank et al.,

1996). La funcion de esta citoquina es promover la sintesis de matriz
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extracelular especialmente colageno tipo | y lll, inhibir la actividad de las
metaloproteinasas de matriz (MMPs) y estimular la expresiéon de o-SMA en
miofibroblastos (Tomasek et al., 2002; Zhang et al., 1995, Mailhot et al., 1995).

Una vez que el estimulo inflamatorio ha cesado, los fibroblastos producen de
manera autocrina TGF-B1, lo que permite mantener la actividad fibrogénica
(Tomasek et al., 2002). TGF-B1 es secretada en su forma biol6gicamente
latente asociado al péptido de latencia (Latent TGF- B binding protein, LTBP).
Después del clivaje de LTBP por proteasas como plasmina o por la integrina
avPB3, TGF-B es convertido a su forma biolégicamente activa (Tomasek et al.,

2002).

Se ha descrito que TNF-a puede tener un efecto antagonista sobre TGF-31,
alterando la sintesis de colageno tipo | y Ill, ademas de la expresién de a-SMA
en fibroblastos de piel (Verrecchia et al., 2000; Goldberg et al., 2007). Esto ha
sido interpretado como un mecanismo que podria retardar la reparacién del
tejido. Estudios recientes han demostrado que en fibroblastos gingivales
humanos, TNF-a es capaz de inhibir diferentes respuestas inducidas por TGF-
B1 como son la activacion por fosforilacion de Smad 2/3 con la consecuente
disminucién en la produccion de colageno tipo |, periostina, fibronectina y la

expresion del marcador de miofibroblastos a-SMA (Arancibia et al., 2012). Estos
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antecedentes permiten proponer que TNF-a podria tener un efecto antagénico

sobre la reparacion periodontal.

Tabaquismo

El consumo de tabaco es el principal factor de riesgo de multiples
enfermedades y muertes en el mundo actual (World Health Organization, 2011).
Representa uno de los principales problemas de salud publica dado el elevado
costo econdmico y social asociado a su consumo. El tabaquismo esta
relacionado con cerca de 6 millones de muertes anuales, preferentemente en

paises de bajo y mediano desarrollo (World Health Organization, 2011).

El humo de cigarrillo es una compleja mezcla de cerca de 4.000 componentes
con propiedades citotdéxicas, mutagénicas y carcinogénicas (Ding et al., 2008).
La inhalacion pasiva o activa del humo de tabaco produce una disolucion de los
productos de la combustion en el epitelio oral y la via aérea. Estos productos de
combustion pueden dividirse en gaseosos y particulados, siendo este ultimo tipo
de particula la que concentra la mayor toxicidad ya que presenta nicotina, fenol,
hidrocarburos, nitrosaminas y metales pesados, entre otros componentes

(Witschi et al., 2005).

Se ha propuesto que la exposicién al humo de cigarrillo podria inducir en los

tejidos gingivales una serie de cambios como son la secrecion de citoquinas
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inflamatorias que modifican la homeostasis, defensa y respuesta frente a
injurias del tejido (Ryder et al., 2007). Dentro de estas citoquinas se cuenta a
TNF- a (Bostrom L et al., 1998), IL-1B (Toker et al., 2012) y la enzima

proteolitica uroquinasa (Gonzalez et al., 2009).

Se ha reportado ademas que el tabaquismo puede modificar la respuesta
inflamatoria en el periodonto, observandose menor sangrado al sondaje (SS) en
los pacientes fumadores (Palmer et al., 2005). El desarrollo de enrojecimiento
gingival y el volumen de fluido crevicular gingival es también menor en estos
pacientes (Palmer et al., 2005). A nivel histolégico se ha encontrado que los
sujetos fumadores presentaban un menor numero de vasos sanguineos
respecto a no fumadores, fendmeno que puede tener relevancia en la respuesta

reparativa periodontal (Palmer et al., 2005).

Terapia periodontal en fumadores

Los pacientes fumadores tienen 4 veces mas riesgo de desarrollar periodontitis
comparado con los no fumadores después de ajustar por edad, raza o etnia,
ingreso y nivel educacional (Tomar et al, 2000). En fumadores pesados, esto es
fumadores de 31 o mas cigarrillos al dia, el riesgo se eleva a 5,6 veces mientras
gue en fumadores livianos, 9 0 menos cigarros/dia, disminuye a 2,8 veces

(Tomar et al, 2000). Junto al mayor riesgo de desarrollo de periodontitis,
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diferentes estudios han demostrado la negativa influencia del tabaquismo en la
terapia periodontal no quirdrgica (Labriola et al., 2005, Tomar et al, 2000, Ah et
al., 1994). En una revision sistemética se evalué el impacto del tabaquismo
sobre la terapia periodontal no quirdrgica encontrandose una menor reducciéon

en la profundidad al sondaje en pacientes fumadores (Labriola et al., 2005).

Si bien los pacientes fumadores presentan una menor ganancia en el nivel de
insercion clinico al ser comparados con fumadores, esta diferencia no es
significativa (Labriola et al, 2005). A su vez se ha reportado que el tabaquismo
determina una menor reduccién en la profundidad al sondaje luego de cirugia
periodontal al comparar pacientes fumadores versus no fumadores (Ah et al.,

1994).

En cirugias de cobertura radicular el tabaco influye negativamente en cambios
como nivel de insercion clinico y ubicacion del margen gingival al final del
procedimiento (Chambrone L et al., 2012). Adicionalmente, en pacientes
fumadores tratados mediante un injerto de tejido gingival se ha observado un
retraso en la epitelizacion y un menor sangrado en el sitio dador (Silva et al.,

2010). Los pacientes fumadores presentan una menor formacion de tejido 6seo
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consecutiva al tratamiento de lesiones intradseas utilizando procedimientos
regenerativos (Patel et al., 2012).

Los antecedentes antes expuestos permiten suponer que nhiveles aumentados
de TNF-a, probablemente inducidos por la exposicion al humo de tabaco
podrian afectar negativamente la respuesta reparativa en los tejidos
periodontales. Es por esto que en el presente estudio se buscé identificar si
niveles incrementados de esta citoquina se asocian con una reparacion

defectuosa en el tejido periodontal de pacientes fumadores.
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HIPOTESIS:

La exposicion al humo de tabaco disminuye la capacidad de reparacion del

tejido periodontal y aumenta los niveles de la citoquina TNF-a en fluido gingival

crevicular.

OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto del tabaquismo sobre la capacidad de reparacién del tejido
periodontal a nivel clinico y sobre los niveles de la citoquina TNF-a en el FGC

de sujetos fumadores y no fumadores con periodontitis.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar el efecto del tabaquismo sobre parametros clinicos
periodontales tales como nivel de insercion clinico, profundidad y sangrado al
sondaje ademas de niveles de placa bacteriana durante el tratamiento no

quirurgico de la periodontitis.
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2. Determinar el efecto del tabaguismo sobre los niveles de TNF-a en el
fluido gingival crevicular durante las diferentes etapas de la reparacion

periodontal.

3. Relacionar los niveles de TNF-a en el FGC con la ganancia de insercion

clinica y reduccion en la profundidad al sondaje.
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MATERIALES Y METODOS

Tamafo de muestra

En el presente estudio de cohorte concurrente se utilizd6 un tamafio de muestra
por conveniencia de acuerdo a la cantidad de pacientes que cumplieron con los
criterios de inclusion durante el periodo de reclutamiento de 2 afios (Marzo del

2010 y Noviembre 2012).

Seleccién de sujetos

Mediante un muestreo no probabilistico por conveniencia se seleccion6 a
veintiséis sujetos con diagndéstico de periodontitis, con o sin habito tabaquico,
entre los pacientes que asistieron a la Facultad de Odontologia de la
Universidad de Chile, entre marzo del 2010 y Noviembre del 2012. Los sujetos
que cumplieron con los criterios de inclusién/exclusion fueron invitados a
participar en este estudio. Todos los sujetos que cumplieron los criterios de
inclusion leyeron y firmaron un consentimiento informado. El protocolo de este
estudio fue aprobado por los Comités de ética de la Pontificia Universidad

Catolica de Chile y de la Universidad de Chile.
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Criterios de inclusiéon y exclusién

Para ingresar al estudio todos los sujetos debian tener entre 35 y 55 afios de
edad, ambos géneros y presentar al menos 15 dientes excluyendo los terceros
molares. Clinicamente debian presentar 3 0 mas sitios periodontales con
valores de profundidad al sondaje de 5 mm, nivel de insercion clinico de 2 mmy
sangrado al sondaje de 20% o mas de los sitios examinados. Se excluyeron
pacientes diabéticos o con otras enfermedades con impacto en el periodonto o
reparacion de heridas, embarazadas y aquellos que habian consumido

antibiéticos o antiinflamatorios durante los ultimos 6 meses.

Nivel de exposicién de tabaco

Para definir el nivel de exposicion al humo de tabaco se utilizé el test semi
cuantitativo NicAlert que permite detectar los niveles cotinina presentes en la
saliva (metabolito de la nicotina). Siguiendo las instrucciones del fabricante.
Este ensayo entreg6 valores de 0 a 6 que permitian estimar los niveles de

exposicion al humo de tabaco.

Registros clinicos periodontales

Estos registros se aplicaron en cinco momentos del estudio, desde el registro
basal llamado tiempo 0 (TO) y a los 7 dias ( T7), 14 dias (T14), 30 dias (T30) y

90 (T90) dias después del inicio de la terapia periodontal. Un examinador
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calibrado realiz6 todos estos registros. En las evaluaciones TO y T90 se registré
el nivel de insercién clinico (NIC), profundidad al sondaje (PS), sangrado al
sondaje (SS) y placa bacteriana (PB). En las sesiones intermedias (T7, T14,
T30) se registraron los valores de PS, PB y SS. Los parametros clinicos se
registraron en 6 sitios por diente (mesio vestibular, medio vestibular, disto
vestibular, mesio lingual, medio lingual, disto lingual) utilizando una sonda
periodontal Carolina del Norte (Hu-Friedy). Se excluy6 a los terceros molares
de estas mediciones. El nivel de insercion clinico (NIC) fue evaluado
determinando la distancia entre la unidbn amelocementaria y el fondo del
surco/saco periodontal. La profundidad al sondaje (PS) fue determinada
evaluando la distancia entre el margen gingival y el fondo del surco/saco
periodontal. La medicién de placa bacteriana (PB) fue evaluada determinando la
presencia o ausencia de placa en 4 superficies dentarias a nivel del cuello
dentario. El sangrado al sondaje (SS) fue evaluado determinando la presencia o

ausencia de sangrado hasta 15 segundos después del sondaje periodontal.

Obtencién de muestras de fluido gingival crevicular

Con el propésito de evaluar los niveles de TNF-a se tomaron muestras en fluido
gingival crevicular (FGC) a los tiempos 0, 7, 14, 30 y 90 dias post tratamiento
periodontal. Para esto se utilizaron tiras de Periopaper las cuales fueron

ubicadas por 30 segundos a nivel subgingival en 3 sitios de cada paciente en
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sitios periodontales que mostraban una PS de 4 a 6 mm antes de la terapia
periodontal. Las tiras se almacenaron en tubos Eppendorf y se congelaron a -
80°C hasta su posterior andlisis. El volumen de fluido gingival crevicular fue
medido utilizando un aparato Periotron que determina los cambios en la
humectacidon de la tira de Periopaper en base a modificaciones en la

conductancia eléctrica del papel (Ciantar & Caruana. 1998)

Terapia periodontal

Un operador realizé la terapia periodontal en todos los pacientes. Esta consistio
en una sesion de educacion en higiene oral, destartraje supra y subgingival y
alisado radicular utilizando la modalidad de boca completa en una sola sesion.
Se utilizaron curetas periodontales (Hu-Friedy) y un equipo de ultrasonido
(Cavitron Bobcat). El tiempo promedio de tratamiento por cada paciente fue de

2,5 horas.

Determinacién de los niveles de TNF-a

Los niveles relativos de la citoquina TNF-o. se evaluaron utilizando fueron
evaluados mediante un ensayo de ELISA (TNF-a Human Ultrasensitive ELISA

Kit. Carlsbad, California. EEUU) siguiendo las instrucciones del fabricante.
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Esquema 1. Disefo del estudio

Periodontograma Periodontograma
NIC, PS, SS, PB NIC, PS, SS, PB
Determinacion de Muestra de FCG

tabaquismo mediante
Nickalert
Inicio del tratamiento
Muestra de FCG

l Fase de Fase de produccion y remodelacion del tejido cicatrizal
granulacién
I

]
Dia O

T ) T
14 30 60

R

oL .
(@]

Profilaxis

Evaluacion PB y SS.
Muestra de FCG

Evaluacion mediante
ELISA de TNF-a en
FCG.

Analisis estadistico

Todos los datos fueron incorporados a una planilla electronica Excel y luego
importados a Stata (Version 11). Para el analisis de datos se utilizé el analisis
estadistico de Shapiro Wilk, t de Student y Wilkoxon - Mann Whitney. Se
compard los valores de edad, género, NIC, PS, SS y PB entre los grupos de
estudio. Se analizé los cambios en los niveles de NIC, PS, SS y PB antes y
después de la terapia entre los grupos de fumadores y no fumadores. Los
niveles de la citoquina TNF-a se analizaron mediante el test de Wilkoxon -

Mann Whitney.
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RESULTADOS

Se reclutaron 26 sujetos entre Marzo del 2010 y Noviembre del 2012. De este
total, 23 individuos finalizaron el estudio mientras que 3 desertaron una vez
iniciada la fase de terapia. La distribucién final de individuos fue de 12 para el
grupo de no fumadores y 11 para el grupo de fumadores. La adhesion al estudio
fue de un 100% para el grupo de fumadores y de un 90% para los no

fumadores.

Los datos demograficos de los pacientes incorporados al estudio se presentan
en la tabla I. Ambos grupos tuvieron una distribucién similar en género y edad y
no hubo diferencias significativas en PS, NIC, SS y PB. Los fumadores
declararon consumir en promedio 14,62 cigarrillos al dia e indicaron un historial
de tabaquismo de 26,1 afios (promedio). Los no fumadores declararon no haber
fumado nunca y 5 de ellos se reportaron como fumadores pasivos al vivir o

trabajar a menos de 10 metros de personas fumadoras.

El promedio de los valores de cotinina salival (Nick Alert) detectado en

fumadores fue de 4,63 mientras que en el grupo de no fumadores fue de 1,08.



Tabla . Caracteristicas demograficas y clinicas de

reclutados para el estudio.
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los individuos

No fumadores Fumadores
Género (Mujeres/Hombres) 7M/5H 5M/6H
Edad (afios) 47,1 (+-6,91) 47,6 (+-6,67)
Consumo de cigarros (cigarrillos/dia) - 14,62 (+-3,16)
Tiempo de consumo (afos) - 26,1 (+-15,17)
fumador pasivo (n° de sujetos) 5 -
Profundidad al sondaje (mm) 2,97 (+-0,34) 3,05 (+-0,35)
Nivel de insercion (mm) 2,88 (+-1,07) 3,63 (+-1,45)
Porcentaje superficie con placa
bacteriana 86% (11) 90,1% (+- 11,7)

Porcentaje sitios que sangran al

sondaje

63,4% (16,7)

51,7% (+-23,8)

Numero de dientes perdidos

2,91 (1,67)

4,63 (2.9)
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*Se indican los valores en promedio para cada una de las variables seguido por

la desviacion estandar.

En la tabla Il se muestran las caracteristicas clinicas de los individuos al inicio y

luego de 90 dias del estudio. Se observo una disminucion en los parametros

inflamatorios en ambos grupos lo que es compatible con los efectos positivos

del tratamiento periodontal. Se registraron reducciones en la PS, NIC, PB y SS

en ambos grupos. Sin embargo, la magnitud de este cambio mostré diferencias

al comparar ambos grupos entre si.

Tabla Il. Caracteristicas clinicas de individuos fumadores y no fumadores

antes y después de la terapia periodontal.

PS

NIC

PB

SS

No Fumadores

PRE POST
2,97 (0,34) |2,01(0,28)
2,9 (1,07) 2,65 (0,85)
86 (11) 33,2 (18,6)
63,4 (16,7) |31,5 (12)

PS

NIC

PB

SS

Fumadores

PRE POST
3,04 (0,35) |2,48(0,21)
3,63 (1,45) [3,46 (1,41)
90,1 (11,7) |63,8(20,5)
51,7 (23,8) |36,6 (11,5)
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Se indican los valores promedio para cada una de las variables analizadas
seguido de la desviacion estandar. PS: Profundidad al sondaje, NIC: Nivel de

insercion clinico, PB: Placa bacteriana, SS: Sangrado al sondaje

En la tabla Ill se muestra la magnitud del cambio en la respuesta clinica luego
de la terapia periodontal en los grupos de individuos fumadores y no fumadores.
En los pacientes no fumadores se observo una reduccion en la PS de 0,96 mm
mientras que este valor fue de 0,56 mm en los fumadores con una diferencia
entre los grupos de 0,4 mm. En los pacientes no fumadores la ganancia de NIC
fue de 0,25 mm mientras que en los fumadores fue de 0,17 mm, con una
diferencia entre los grupos de 0,08 mm. La reduccién de sitios con PB en los
pacientes no fumadores fue de 52,8%, mientras que en los pacientes
fumadores fue de 26,3%, con una diferencia entre los grupos de 26,5%. La
reduccion del sangrado al sondaje en pacientes no fumadores fue de 31,9%
mientras que en fumadores fue de 15,1%, con una diferencia entre los grupos

de 16,8%.
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Tabla 1ll. Cambios en las caracteristicas clinicas antes y después de la

terapia entre fumadores y no fumadores.

No Fumadores Fumadores
APS 0,96 (0,06) 0,56 (0,14)
ANIC 0,25 (0,22) 0,17 (0,04)
APlaca bacteriana 52,8 (7,6) 26,3 (8,8)
ASangrado al sondaje 31,9 (4,7) 15,1 (12,3)

Se indican los valores promedio para cada una de las variables clinicas seguido
de la desviacion estandar. PS: Profundidad al sondaje, NIC: Nivel de insercion

clinico
Profundidad al sondaje

Las variaciones en la PS se grafican en la figura 1. Para esta variable se
observé una reduccion significativa tanto en el grupo de individuos fumadores
como en no fumadores. Para los no fumadores la PS cambié de 2,97 a 2,01 mm
luego de la sesion de terapia periodontal obteniéndose una reduccion

significativa de 0,96 mm (p=0,00001 IC=0,77 — 1,13). Para los fumadores el
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valor promedio de PS cambi6é de 3,04 mm a 2,48mm observandose una

reduccion significativa de 0,56mm (p=0,0001 IC=0,35 - 0,78).

Comparacion de PS pre y post terapia periodontal en fumadores y no fumadores
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Figura 1. Variaciones en la profundidad al sondaje antes y después de la
terapia periodontal. Se grafican los valores promedio de profundidad al
sondaje al antes de la terapia y luego de 90 dias luego de la sesion de

tratamiento periodontal.
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Nivel de insercién clinico

Al cuantificar los cambios en el NIC se observo en el grupo de individuos no
fumadores un valor promedio inicial de 2,9 mm que luego de la terapia
disminuy6 a 2,65 mm obteniéndose una ganancia significativa en el NIC de 0,25
mm en el periodo de estudio (p=0,0058 IC=0,06 — 0,44) (Figura 2). Para los
individuos fumadores el valor promedio de NIC cambié de 3,63 a 3,46 mm
obteniéndose una ganancia significativa en el nivel de insercion clinico de 0,17

mm en el periodo de estudio (p=0,0292 1C=0,04 — 0,70).
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Comparacion de NIC pre y post terapia periodontal en fumadores y no fumadores
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Figura 2. Cambios en los valores promedio de nivel de insercion clinico
antes y después de la terapia periodontal. Se grafican los valores promedio
de nivel de insercion clinico antes de la terapia y luego de 90 dias luego de la

sesion de tratamiento periodontal.

Sangrado al sondaje

En la figura 3 se muestran los valores promedio de SS a lo largo del estudio.

Para ambos grupos se observo una disminucién significativa en el porcentaje de



32

sitios sangrantes desde el tiempo 0 hasta los 14 y 30 dias luego de la terapia
periodontal. Se registré una reduccion en el SS de 8,55% (p=0,0141 1C=1,12 —
15,97) para los fumadores y de 7,96% (p=0,0091 1C=1,66 — 14,26) para los no
fumadores. Al comparar la proporcién de sitios que sangran al sondaje a los
tiempos 0 y 90 se observd una disminucion de este parametro tanto en
pacientes fumadores como no fumadores. En el caso de los no fumadores fue
de un 31,81% (p=0,0001 1C=18,87 — 44,75) y en el de fumadores fue de un

15,99% (p=0,0079 IC=3,8 — 28,18).

Comparacion de SS en diferentes tiempos en sujetos fumadores y no fumadores
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Figura 3. Cambios en los valores promedio de sangrado al sondaje a lo
largo del estudio. Se grafican los valores promedio de sangrado al sondaje a

los tiempos 0, 7, 15, 30 y 90 dias luego de la sesion de terapia periodontal.

Placa Bacteriana

Para ambos grupos de individuos fumadores y no fumadores se observé una
reduccion significativa en los niveles de placa bacteriana al comparar el tiempo
0 con el tiempo 7 registrandose una reduccion de 56,6% de reduccidon para
fumadores (p=0,00001 IC=39 — 74,27) y 56,3% para no fumadores (p=0,00001
IC=44,3 — 68,3) (Figura 4). Los niveles de PB siguieron bajando para el grupo
de no fumadores entre los dias 7 y 14 (p=0,0325 IC=-0,79 — 22,2). Sin embargo,
este efecto no se replicd para los individuos fumadores (p=0,1220 IC=-5,02 —
17,36). Al comparar los tiempos 0 y 90 se observé un disminucion significativa
en la proporcién de sitios con placa bacteriana en pacientes no fumadores
(51,58%; p=0,00001 1C=38,12 — 65,04) y fumadores (25,41%; p=0,0051
IC=7,65 — 43,17). Es importante destacar que al tiempo 90 la proporcion de
sitios con placa fue un 33,89% superior en pacientes fumadores con respecto a

no fumadores (p=0,0041 IC=-56,65 — -11,14).
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Comparacion de PB en diferentes tiempos en fumadores y no fumadores
m + + + +
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Figura 4. Cambios en los niveles de placa bacteriana a lo largo del estudio.
Se registran los valores promedio de porcentaje de sitios con placa bacteriana a

los tiempos 0, 7, 14, 30 y 90 dias.

Volumen de fluido gingival crevicular

Al inicio del estudio (tiempo 0) el volumen promedio de FGC fue similar para
fumadores_(0,54 pL) y no fumadores (0,61 puL) (p=0,5957 IC=-0,16 — 0,26)

(Figura 5). Durante los diferentes tiempos del estudio se observo una reduccion
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del volumen de FGC para los pacientes no fumadores, situacién que no ocurrié
para los no fumadores. Al finalizar el estudio (tiempo 90) y compararlo con el
tiempo O el volumen de FGC promedio para los no fumadores fue de 0,136 uL

(p=0,0332 IC=-0,01 - 0,28) y de 0,225 pL para los fumadores (p=0,0033

IC=0,07 — 0,37).

Comparacion de volumen FGC en diferentes tiempos poest terapia periodontal en fumadores y no fumadores
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Figura 5. Volumen de fluido gingival crevicular a lo largo del estudio. Se
registran los valores promedio de volumen de FGC a los tiempos O, 7, 14, 30 y

90 dias para los grupos de individuos fumadores y no fumadores.
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TNF-a

Las mediciones de TNF-a. en el FGC mostraron un valor promedio de 364,83
pg/mL en no fumadores y 1370,33 pg/mL en fumadores (p=0,0013 IC=-1469,75
— -541,24) (Figura 6). Se observé una reduccion significativa en el promedio de
esa concentracion a lo largo del estudio siendo estas concentraciones similares

para ambos grupos.

A continuacion se describen los datos de la medicion de TNF-a en el fluido

crevicular para cada uno de los tiempos evaluados.

En el tiempo 7 se observo en los pacientes no fumadores un promedio de 686
pg/ml de TNF-a observandose un incremento significativo respecto al tiempo
anterior (p=0.03). En los pacientes fumadores se observé un promedio de
304,05 pg/ml de TNF-a observandose una disminucién significativa respecto al

tiempo anterior (p=0,0196).

En los tiempos 14 y 30 post terapia no se observaron diferencias significativas

en los niveles de TNF-a.

En el tiempo 90 el nivel de TNF-a en el grupo de pacientes no fumadores fue de
308 pg/ml y en fumadores de 461,25 pg/ml; observandose un incremento no

significativo en ambos grupos (p=0,0641 y 0,3725 respectivamente). Entre los
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grupos, no se observo una diferencia significativa en el nivel de TNF-a

(p=0,1649).

Niveles de TNF-alfa en no fumadores y fumadores post terapia periodontal
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Figura 6. Niveles de TNF-a en FGC a lo largo del estudio. Se grafican los
valores promedio y desviacion estdndar de TNF-a para pacientes fumadores
(café) y no fumadores (azul) a los tiempos 0, 7, 14, 30 y 90 dias luego de la

terapia periodontal.
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DISCUSION

El presente estudio analizo la respuesta a la terapia periodontal no quirargica en
pacientes fumadores y no fumadores. Se evalué ademas la concentracién de la
citoquina TNF-a antes, durante y después de la terapia periodontal como un
posible modulador de la reparacion periodontal durante la fase de cicatrizacion
del tejido. Se observo una mejoria en los pardmetros clinicos periodontales a lo
largo del estudio registrandose una reduccion en la profundidad al sondaje y
una disminucion en el sangrado al sondaje luego de la terapia periodontal.
Paralelamente se observo una ganancia de insercién clinica para ambos grupos
de individuos fumadores y no fumadores al finalizar el estudio. Sin embargo, el
grupo de pacientes fumadores registrd6 una menor reduccion en la profundidad
al sondaje y una menor ganancia en los niveles de insercién clinica. Esta
respuesta es similar a los resultados reportados en diversos estudios clinicos
(Needleman et al., 2007. Apatzdiou et al., 2005. Darby et al., 2005) y es
coincidente con los resultados de la presente tesis. Una observacion importante
fue que los pacientes fumadores presentaron un peor control de placa en
comparacién con los no fumadores, lo que puede haber explicado, al menos en
parte, la reparacion deficitaria en este grupo de individuos. Por otro lado, los
individuos fumadores presentaron una mayor concentracion de TNF-a en el

FGC al inicio del tratamiento. Sin embargo, los niveles de esta citoquina se
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redujeron luego de la terapia periodontal de manera similar para ambos grupos

y se mantuvieron constantes hasta los 90 dias.

Nivel de insercion clinico

En el presente estudio el grupo de fumadores presenté en promedio 0,73 mm
méas de pérdida de insercion clinica en comparacion con el grupo de no
fumadores. Este resultado es concordante con el estudio de Grossi et al. (1994)
que reportdé mayor pérdida de insercion clinica en fumadores. Luego de la
terapia periodontal se obtuvo una mayor ganancia de insercion clinica en no
fumadores (0,25 mm) comparado con los fumadores (0,17 mm). Sin embargo,
estas diferencias no fueron significativas. Estos valores son coincidentes con
una revision sistematica que evalud 6 estudios en los cuales se reporté una
ganancia de NIC favorable a los pacientes no fumadores (0.116 mm), pero que

no mostroé diferencias significativas entre ambos grupos (Labriola et al., 2005).

Sangrado al sondaje.

Una observacién interesante fue la deteccidén de un alto porcentaje de sitios con
sangrado al sondaje antes del tratamiento en pacientes fumadores. Needleman
et al. (2007) reportaron una resultado similar al no observar diferencias

significativas en el sangrado al sondaje entre pacientes fumadores y no
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fumadores. Por otro lado, al finalizar el estudio (tiempo 90) no se observaron
diferencias en el sangrado al sondaje entre individuos fumadores y no
fumadores. La revisidn sistematica de Labriola et al. ha sugerido que antes de
la terapia periodontal los fumadores presentan un menor sangrado al sondaje
en comparacion con los no fumadores. La misma conclusion obtuvo la
investigacion de Bergstrom et al. registrando al inicio del estudio una menor
proporcién de sitios que sangraban al sondaje en fumadores (Bergstrom et al.,
2001). Esta diferencia entre el presente estudio y los reportados por Labriola et
al. (2005) y Bergstrom et al. (2001) se podrian deber un mayor nivel de placa
observado en este estudio. Los mayores niveles de placa en el presente estudio
podrian generar un incremento en el sangrado al sondaje que iguale o asemeje

las respuestas de fumadores y no fumadores.

Placa bacteriana

Respecto al control de placa es necesario indicar que estudios previos han
reportado resultados similares donde el grupo de fumadores después de 6
meses de seguimiento presentd mayores nivel de placa bacteriana comparado
con los no fumadores (Miiller et al., 2002). Este mayor nivel de exposicién a
placa puede haber influido negativamente en la respuesta a la terapia
periodontal observada en el presente estudio en el caso de los individuos

fumadores. Es necesario considerar que en este estudio los pacientes se



41

mantuvieron con sesiones de control de placa profesional a los 7,14 y 30 dias.
Es posible que los mayores niveles de placa bacteriana en pacientes fumadores
se debieron a un peor cumplimiento de estos o a algun efecto del tabaquismo

sobre la formacién de biofilm.

Profundidad al sondaje

La profundidad al sondaje inicial observada en fumadores fue superior
comparada con los no fumadores (0,07mm) y la reduccién a la PS después de
la terapia periodontal fue un 42% menos en fumadores respecto a los no
fumadores. Lo anterior es coincidente con estudios que han propuesto que los
pacientes fumadores presentan mayores PS antes de la terapia periodontal y
que el cigarrillo influye negativamente en el proceso de cicatrizacion después de
la terapias no quirdrgicas (Preber et al., 1986. Renvert et al., 1998. Jin et al.,
2000). La menor respuesta a la terapia obtenida en el presente estudio resulta
concordante con la menor reduccion de profundidad al sondaje obtenida en

fumadores en la revision sistematica de Labriola et al (2005).

Volumen de FGC

El volumen de FGC ha sido asociado al estado de inflamacion de los tejidos
periodontales, donde un incremento en el volumen se vincula a una mayor

severidad de la inflamacion periodontal (Loe & Holm-Pedersen, 1965). En este
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estudio el volumen de FGC fue menor para el grupo de fumadores al inicio del
estudio. Esto ha sido reportado en otros estudios debido a los efectos del
tabaco sobre la microvasculatura gingival y la subsecuente menor produccion
de FGC (Morozumi et al., 2004) Una vez aplicada la terapia periodontal el
volumen de FGC se redujo para ambos grupos lo que es compatible con una
reduccion del exudado inflamatorio asociado a la terapia periodontal (Gomes et
al., 2009). A los 90 dias se registr6 un menor volumen de FGC en no
fumadores. Esto se podria explicar por la mayor desinflamacién de los tejidos
periodontales asociada a menores niveles de placa bacteriana y ausencia del
habito de fumar. Es importante destacar que existe discrepancia respecto a si
existen diferencias en el volumen de FGC entre fumadores y no fumadores
(Ustiin & Alptekin, 2007. Mokeem et al., 2014). Estudios de Ustiin & Alptekin
(2007) reportan que al inicio del estudio existe mayor volumen de FGC en
fumadores. Otro estudio de Mokeem et al. (2014) reporta que el volumen de

FGC es significativamente menor en fumadores respecto a los no fumadores.
TNF- a

El grupo de fumadores presentdé mayores niveles de TNF-a antes de la terapia
periodontal en comparacién con los no fumadores. Un resultado similar fue
reportado por Bostrom et al. (1998) al evaluar pacientes fumadores y ex

fumadores antes de la terapia periodontal donde se obtuvo que ambos grupos
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de pacientes presentaban niveles elevados de TNF- a. Por otro lado, Petrescu
et al. (2010) indicé que los niveles de TNF-a son dependientes del nimero de
cigarrillos consumidos por dia. Estos datos favorecen la idea que el tabaquismo
estimule la respuesta inflamatoria en el periodonto y esto se refleje en mayores
niveles de esta citoquina en el FGC. Es importante destacar que luego de la
terapia periodontal se observé una reduccion en los niveles de TNF-a en el
FGC de similar magnitud para fumadores y no fumadores. Es posible que los
niveles de desinflamacion logrados en este estudio hayan permitido reducir los
niveles de la citoquina TNF-a en ambos grupos. Estos datos permiten concluir
gue la citoquina TNF-a no tendria un efecto diferencial en los tejidos en
cicatrizacion y probablemente no permitiria explicar la menor capacidad de

cicatrizacion periodontal en pacientes fumadores.

Fumadores pasivos

En el estudio hubo 5 pacientes fumadores pasivos, que a pesar que auto-
reportaron no consumir cigarrillos, estaban expuestos al humo del tabaco a
menos de 10 metros dentro de su grupo familiar o en su trabajo. Resultados del
NHANES lll, indica que los pacientes no fumadores pero que estan sometidos a
un ambiente con humo de cigarro tenian 1.6 veces mas riesgo de desarrollar
periodontitis respecto a los que no estaban expuestos al ambiente con humo.

Un estudio reciente indica que ser fumador pasivo no esta relacionado con el
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desarrollo de periodontitis utilizando como variable diagnostica al menos 1 sitio
con profundidad al sondaje mayor a 3.5mm (Tanaka et al., 2013). Es importante
destacar que el presente estudio utilizd un test semi-cuantitativo para medir los
niveles de cotinina a nivel salival. Needleman et al. (2007) reporto que el uso de
mediciones basales de consumo de cigarrillos por dia y niumero de afios de
consumo son imprecisas y presentan una elevada tendencia al error, lo que
hace su uso poco confiable. Needleman et al. (2007) propone el uso de
mediciones de cotinina salival para estudios en fumadores puesto que refleja de
manera mas precisa el habito de consumo diario de tabaco. En este sentido el

presente estudio logré una adecuada evaluacion del habito de fumar.

Conclusiones

Este estudio permitié reproducir los resultados de estudios previos que han
demostrado una menor capacidad de reparacion periodontal en fumadores.
Nuestros resultados muestran ademas que esta menor capacidad de
cicatrizacion se podria deber a un peor control de placa observado en
fumadores. Por otro lado, el humo de cigarrillo puede tener efectos deletéreos
en diferentes aspectos de la cicatrizacién tales como la sintesis de colageno,
diferenciacion de miofibroblastos y migracion celular entre otras (Silva et al
2012). El presente estudio s6lo mostro diferencias en los niveles de TNF-a en el

FGC al inicio del estudio (antes de la terapia). Sin embargo, la terapia
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periodontal redujo los niveles de esta citoquina por igual para fumadores y no
fumadores. Un analisis cuadratico de estos datos (no mostrado en los
resultados de la tesis) sugirid que los niveles de esta citoquina tendrian una
tendencia a elevarse entre los dias 30 y 90 luego de la terapia en el grupo de
fumadores. Este efecto podria ser evaluado utilizando un mayor nimero de

pacientes o tomando un mayor niumero de muestras/sitios de FGC.

Los resultados del presente estudio permiten concluir que el peor control de
placa bacteriana y la exposicién al humo de tabaco podrian explicar la menor

capacidad de cicatrizacion periodontal en pacientes fumadores.
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RESUMEN

En el presente estudio de cohorte concurrente se reclutaron 11 pacientes
fumadores y 12 pacientes no fumadores con periodontitis. Se registré el nivel de
insercion clinica (NIC), profundidad al sondaje (PS), sangramiento al sondaje
(SS), placa bacteriana (PB) en todos los pacientes. Los pacientes fueron
tratados mediante terapia periodontal no quirdrgica en una sola sesion y se
tomaran muestras de fluido crevicular gingival (FCG) a los tiempos 0, 7, 14, 30
y 90 dias post tratamiento con el fin de evaluar los niveles de TNF-a durante las
diferentes etapas de la reparacion periodontal. Los niveles de TNF-a fueron
evaluados mediante un ensayo de ELISA en las muestras eluidas desde el

FCG.

En los pacientes no fumadores se observo una reduccion significativa en la PS
de 0,96 mm mientras que este valor fue de 0,56 mm en los fumadores con una
diferencia entre los grupos de 0,4 mm. En los pacientes no fumadores la
ganancia de NIC fue de 0,25 mm mientras que en los fumadores fue de 0,17
mm, con una diferencia entre los grupos de 0,08 mm. La reduccioén de sitios con
PB en los pacientes no fumadores fue de 52,8%, mientras que en los pacientes
fumadores fue de 26,3%, con una diferencia entre los grupos de 26,5%. La
reduccion del sangrado al sondaje en pacientes no fumadores fue de 31,9%

mientras que en fumadores fue de 15,1%, con una diferencia entre los grupos
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de 16,8%. Las mediciones iniciales de TNF-a en el FGC mostraron un valor
promedio de 364,83 pg/mL en no fumadores y 1370,33 pg/mL en fumadores. Se
observd una reduccion significativa en el promedio de esa concentracion a lo

largo del estudio siendo estas concentraciones similares para ambos grupos.

Los resultados del presente estudio permiten concluir que el peor control de
placa bacteriana y la exposicién al humo de tabaco podrian explicar la menor

capacidad de cicatrizacion periodontal en pacientes fumadores.
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Anexo 1.

Protocolo ELISA para medir TNF- a

Preparacion de muestras

Afadir 100 pL de buffer de dilucion estandar a cada tubo Eppendorf con las

muestras de Periopaper.

Centrifugar a 800 RPM a 4°C por 1 hora. Esto permite que el fluido gingival
crevicular contenido en los Periopaper se mezcle con el buffer de dilucién

estandar.

Centrifugar a 13.200 RPM a 4°C por 5 minutos. Esto permite que restos de
fluido gingival crevicular que quedan en el Periopaper se terminen de mezclar

con el buffer de dilucién estandar.

Reconstitucion y dilucion de HU TNF-a US Standard

Reconstituir el estandar de TNF-a liofilizado con 1.2ml de buffer de dilucién
estandar. Mezclar frasco enérgicamente y luego dejar 10 minutos en reposo
para obtener una completa reconstitucion. Esto permite obtener una
concentracion de 380 pg/ml de TNF-a. Usar el estandar reconstituido de TNF-a

antes de 1 hora de la reconstitucion.
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Realizar la dilucion seriada del estandar reconstituido de TNF-a. AAadir 0.050
ml de estandar reconstituido de TNF-a en un tubo con 0.550 ml de buffer de
dilucion estandar. Esto obtendra una concentracion de 32 pg/ml de TNF-q, este
sera el tubo #1. Se recomienda utilizar tubos de vidrio para evitar que se
adhieran TNF-a a las paredes. Este procedimiento permitira confeccionar la

curva estandar.

Afadir 300l de buffer de dilucién estandar a los restantes tubos marcandolos

con los nimeros #2 (16), #3 (8), #4(4), #5(2), #6 (1), #7 (0.5), #8 (0.25), #9 (0)

En el tubo #1 se tiene 600 um/l a una concentracion de 32 pg/ml que se

vortexea por 8 segundos.

Se toma 300 um/I del tubo #1 y se depositan en 300 um/l de buffer de dilucion

estandar en el tubo #2, obteniéndose una concentracion de 16 pg/ml.

Se toma 300 um/I del tubo #2 y se deposita en 300 um/l de buffer de dilucién

estandar en el tubo #3, obteniéndose una concentracion de 8 pg/ml.

Se toma 300 um/l del tubo #3 y se deposita en 300 um/l de buffer de dilucién

estandar en el tubo #4, obteniéndose una concentracion de 4 pg/ml.

Se toma 300 um/l del tubo #4 y se deposita en 300 um/l de buffer de dilucién

estandar en el tubo #5, obteniéndose una concentracion de 2 pg/ml.
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Se toma 300 um/l del tubo #5 y se deposita en 300 um/l de buffer de dilucién

estandar en el tubo #6, obteniéndose una concentracion de 1 pg/ml.

Se toma 300 pm/I del tubo #6 y se deposita en 300 um/l de buffer de dilucién

estandar en el tubo #7, obteniéndose una concentracion de 0.5 pg/ml.

Se toma 300 pm/I del tubo #7 y se deposita en 300 um/I de buffer de dilucion

estandar en el tubo #8, obteniéndose una concentracion de 0.25 pg/ml.

El tubo #9 solo contiene 300 um/I de buffer.

Descartar el remanente estandar reconstituido de TNF-a y guardar frasco de

buffer de dilucién estandar a 4°C.

Placa multipocillo

Luego sobre la placa multipocillo se afiade 50ul de buffer de incubacion en cada
pocillo.

Se afiade 50 pl de los tubos #1 al #8 en cada pocillo de la primera fila por
duplicado.

Luego sobre la placa multipocillo se afiade 50ul de buffer de dilucién estandar

en cada pocillo.



60

Se afade 50 ul de cada tubo Eppendorf con la muestra en cada pocillo por
duplicado.
Afadir 50 pl de conjugado de Biotina en cada pocillo, cubrir e incubar por 2

horas a 37° C.

Dilucién con solucién de trabajo Streptavidina — HRP

Se aspira y se lava 4 veces.

Se incuba agregando 100 pl de solucion de trabajo de Streptavidina — HRP
(una proteina unida covalentemente a la enzima peroxidasa de rdbano picante
que permite la unién biotina-streptavidina) y se deja 30 minutos. Esta solucion
es viscosa debido a que presenta 50% de glicerol, por lo que recomienda
adecuarla a temperatura ambiente y mezclarla previamente. Pipetear
lentamente y remover los excesos de la punta de la pipeta con un papel seco

absorbente.

Se aspira y se lava 4 veces.
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Adicion de sustrato fluorogénico

Reconstitucion de la solucion stock Amplex Ultrared

Se toma 10 mM de solucion Amplex Ultrared y se afiade 340uL de DSMO. Se
vortexea. Proteger de la luz y la humedad. Guardarla a -20°C en oscuridad para

su futuro uso. Tiempo de duracidén 6 meses.

Preparacion de la solucion de peroxido de hidrogeno

Para obtener 20Mm de solucion de perdxido de hidrogeno, se diluyen 22.7 pL
de peroxido estabilizado al 3% en 977 uL de buffer. Esta solucién es poco

estable, por lo que debe ser usada con prontitud.

Dilucion de PBS

Se diluye 10 veces el PBS 1x, para obtener 10 ml.
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Preparaciéon de sustrato

Se afiade 50 pL de 10 Mm de solucion de Amplex Ultrared vy 19 pL de
solucién de peroxido de hidrogeno estabilizado al 3% al tubo con 10 ml de PBS.
Esta solucion debe ser utilizada en las préximas 4 horas y debe ser protegida

de la luz.

Adicién de sustrato a placa multipocillo

Después del ultimo lavado de la placa multipocillo, se afiade 100 pL de sustrato
a cada pocillo de la placa. Se cubre y se incuba a temperatura ambiente. Luego
de 12 minutos se procede a colocarlo en el lector multipocillo Sinergy 4 que
emite una longitud de onda de excitacion de 530 nm y mide la longitud de onda

de emisién de cada pocillo a 590 nm.
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El propdsito de esta informacion es ayudarle a tomar la decisién de participar —o

no- en una investigacion médica a desarrollar.

Objetivo de la investigacion: identificar factores que puedan modificar o

condicionar la capacidad de cicatrizacion o de reparacion de las encias.

Procedimiento de la investigacion: Se me ha solicitado participar
voluntariamente en un estudio que investigard sobre la capacidad de
cicatrizacion de las encias. Esta invitacion se generé luego que mi odontélogo
tratante, que no forma parte del equipo de investigadores de este estudio, me
indicara la conveniencia de extraer los terceros molares superiores. Esta
extraccion dentaria fue indicada debido a que los terceros molares se
encuentran retenidos y no tienen espacio para erupcionar adecuadamente.
Adicionalmente a la extraccién de mi tercer molar y sélo si acepto participar en
este estudio, estoy de acuerdo en ser sometido a una evaluacién de mis dientes
y encias por un odontélogo especialista. Asi mismo acepto que se me extraiga
una muestra de encia de 1.5 mm de diametro en forma previa (5, 10 o 20 dias)
a la extraccion del tercer molar superior por el cual estoy consultando. Esta

muestra de tejido que se tomara es un procedimiento adicional a la extraccion
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dentaria de terceros molares. Durante la extraccion del tercer molar superior se
me tomara una nueva muestra del tejido en cicatrizacion, el cual sera utilizado
en el presente estudio. La muestra sera utilizada unicamente para el estudio de
la participacion las proteinas actina muscular alfa, fibronectina, osteopontina y
periostina en la cicatrizacion de las encias y no se realizar4 ningun tipo de
analisis genético con este tejido. Si en el futuro esta muestra es utilizada con
otro fin, se me solicitard mi consentimiento. Estas muestras de tejido seran
guardadas indefinidamente en wun laboratorio dentro del Centro de

Investigaciones Médicas de la Facultad de Medicina de la UC.

Beneficios: No obtendré beneficios directos por participar en este estudio. Sin

embargo, si durante la evaluacion y/o procedimientos dentales a los cuales seré
sometido se encuentra alguna patologia, se me indicaran oportunamente las
alternativas de tratamiento para dicho problema. Por otro lado, la informacién
obtenida por este estudio podria ser de utilidad para conocer mas acerca de la

capacidad de cicatrizacién de las encias y podria ayudar asi a otras personas.

Riesgos: Los riesgos de estos procedimientos son bajos. Sin embargo, existe

la posibilidad que luego de la toma de la muestra inicial ocurra sangramiento o
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dolor en la encia comprometida. Asi mismo, podria ocurrir infeccion de este tipo

de lesion. Sin embargo, este es un hecho infrecuente.

Costos: El costo de la toma de muestra de tejido gingival que me sea solicitada
para este estudio sera financiada por el proyecto de investigacion. Sin embargo,

el costo de la extraccion del tercer molar no sera cubierta por este estudio.

Compensaciones: Cualquier complicacion como resultado del procedimiento o
toma de muestra de tejido a realizar sera atendida por el investigador
responsable de este proyecto si asi lo deseo. En caso de ocurrir alguna
complicacion relacionada con la toma de muestra de tejido gingival, esta seréa
resuelta sin costos adicionales para el paciente por el investigador responsable

de este estudio.

Confidencialidad de la informacidn: Los resultados de este estudio me seran

informados y pueden ser publicados en revistas médicas y/o presentados en

conferencias cientificas, pero mi nombre o identidad no sera revelada y mis

datos clinicos y experimentales permaneceran en forma confidencial de
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acuerdo a la reglamentacion vigente, a menos que mi identidad sea solicitada
por ley por los tribunales de justicia respectivos. Yo podré retirarme de este
estudio en cualquier momento sin dar razones ni tampoco sin que esto
modifiqgue la calidad de la atencién odontologica que recibiré. Si retiro mi
consentimiento mis muestras de tejido seran eliminadas y la informacién
obtenida no sera utilizada. En caso que no desee participar en este estudio,

esto no afectara la calidad o tipo de tratamiento por el cual consulté.

Preguntas: Cualquier pregunta que yo quiera hacer en relacion a mi
participacion en este estudio debera ser contestada por el Dr. Patricio Smith
Ferrer, Centro de Investigaciones Médicas, Carrera de Odontologia, Facultad

de Medicina, Pontificia Universidad Catolica de Chile, Marcoleta 391.

Teléfono: 3546994 o por el Presidente del Comité de ética de la Facultad de
Medicina de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile, Dra. Sofia Salas.

Marcoleta 391. Teléfono: 3548170.

Este consentimiento esta dado voluntariamente sin que haya sido forzado(a) u
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obligado(a) en forma alguna. Se me han explicado claramente los propésitos de

la investigacion, procedimientos, riesgos, beneficios y derechos que me asisten.

PACIENTE RESPONSABLE

FECHA

Dr. Patricio Smith Ferrer

INVESTIGADOR RESPONSABLE

NOMBRE Y FIRMA TESTIGO

Nombre Firma

DIRECTOR CLINICA LUGAR TOMA DE MUESTRA



