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INTRODUCCION

La periodontitis crénica (PC), es una enfermedad infecciosa que se
caracteriza por un proceso inflamatorio destructivo de los tejidos de
soporte de los dientes del hospedador, en grados clinicamente detec-
tables. Incluye signos y sintomas comunes, tales como reabsorcién del
hueso alveolar y formacion de bolsas periodontales, con eventual pérdida
de elementos dentarios, probable sangrado al examen clinico y eventual-
mente exudado purulento (1-2). A esto se puede asociar crecimiento
coronal o recesion gingival y la enfermedad puede progresar en forma

continua o en picos de actividad.

La PC es la forma mas frecuente de periodontitis en el adulto y la
magnitud de la destruccién tisular es consecuente a la relacion que se
establece entre los mecanismos de virulencia de los microorganismos
periodontopatégenos de la placa subgingival y el sistema inmune del
hospedador que no logra controlar eficientemente a todos los patégenos
(1). Esto ocasiona una inflamacidn crdonica que se expresa en una
respuesta sostenida y moderada del huésped, conducentes a la destruc-
cion tisular mediante el reclutamiento leucocitario y la subsecuente

liberacién de citocinas y quimiocinas (3).

Las citocinas, comprenden un grupo heterogéneo de moléculas de

bajo peso molecular que modulan la actividad del sistema inmune. Son
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producidas y secretadas por diversos tipos celulares, pertenecientes o no
al sistema inmune. Las citocinas median su actividad a través de la
interaccion con receptores celulares especificos de alta afinidad,
expresados por las células diana, entendiendo como tales, a todas las
células sensibles a la accion modulatoria ejercida por las citocinas. Esta
interacciéon conduce a la transduccién de sefiales que se traducen, en

ultima instancia, en la expresiéon de un patrén génico alterado (4).

Las citocinas suelen actuar de modo autécrino, uniéndose a
receptores expresados en la célula que la secreta, o de modo paracrino,
uniéndose a receptores expresados en células presentes en su entorno
inmediato. En ocasiones, aunque no es lo mas frecuente, puede actuar de
modo endodcrino, modulando la actividad de células ubicadas en sitios
distantes. Las acciones de las citocinas suelen ser pleiotropicas y redun-
dantes. El pleiotropismo se refiere a la capacidad que presenta una
citocina particular de mediar distintas acciones bioldgicas actuando sobre
diferentes células dianas. La redundancia, implica la capacidad de diversas
citocinas de mediar una misma accién bioldgica. En este sentido suelen
observarse efectos sinérgicos y efectos antagonicos. Nos referimos a
sinergismo cuando el efecto mediado por dos citocinas actuando en forma
conjunta, es mayor que la suma de los efectos de las citocinas cuando
acttan individualmente. Entendemos por antagonismo la capacidad de una

citocina particular de inhibir la accidon de una segunda citocina (5).

Las citocinas participan en los diferentes mecanismos efectores e
inmunorreguladores propios tanto de la inmunidad innata, como de la

respuesta inmune adaptativa. No es sencillo definir un criterio de
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clasificacion abarcativo de las diferentes citocinas. Muchas de ellas mani-
fiestan una notable redundancia respecto de su actividad, participando
tanto en la respuesta innata como en la respuesta adaptativa en forma
activa. Otras, solo condicionan desde la inmunidad innata, el rumbo

posterior de la respuesta inmune adaptativa.

Las quimiocinas componen una superfamilia de citocinas de
pequeiio peso molecular, que tienen como funcién primaria dirigir el
transito leucocitario a los sitios infectados o inflamados. El término
guimiocina no es sindnimo de quimioatractante, el cual es mas abarcativo.
Los quimioatractantes dirigen la migracién celular a lo largo de un
gradiente de concentracidn que se incrementa hacia el foco infeccioso o

inflamatorio. Incluye a los patrones moleculares asociados a patégenos

(PAMP), tan diversas como el Complemento 3a (C3a)-Complemento 5a
(C5a), intermediarios lipidicos de inflamacion como el leucotrieno B4
(LTB4), y péptidos formilados producidos por degradacién de proteinas
bacterianas entre otros. También algunas citocinas son quimioatractantes,

como lo es ILS8.

Algunas citocinas son sintetizadas en condiciones inflamatorias, en
tanto otras, se producen en forma constitutiva y son citocinas con
funciones bioldgicas homeostaticas. Citocinas y quimiocinas juegan un
papel importante no sélo en la homeostasis de los tejidos, sino también en
la patogénesis de muchas enfermedades infecciosas; entre ellas la
enfermedad periodontal. El curso clinico de la PC varia de una velocidad
leve a moderada, pero puede haber periodos de progresién rapida (6).

Aungue la presencia de bacterias periodontopatdgenas es un prerrequisito,
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la progresion de la enfermedad periodontal es dependiente de la respuesta
del huésped hacia los patdgenos que colonizan las estructuras periodon-
tales. La persistencia de la respuesta inmune debido a perpetuaciéon de los
patégenos periodontales rompe los mecanismos homeostaticos y causa la
liberacion de mediadores tales como las citocinas proinflamatorias (IL-1B,
IL-8, TNFa), proteasas (metaloproteinasas) y prostanoides (prostaglandina
E2: PGE2) las cuales promueven cambios en los tejidos periodontales y

estimulan la reabsorcion ésea (7-8).

Sélo unas pocas especies bacterianas se relacionan con la PC,
tales como Porphyromonas gingivalis (P.gingivalis), Tannerella forsy-
thensis, Prevotella intermedia, Eikenella corrodens, Fusobacterium
nucleatum, Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A. actinomycetem-
comitans) y Treponema denticola (9-10). De este consorcio bacteriano, en
este trabajo de investigacién, determinaremos la presencia de P.gingivalis
y A.actinomycetemcomitans, por ser ambos periodontopatégenos
exodgenos, es decir que no forman parte de la microbiota comensal de la
placa subgingival. La seleccion también obedece a que ambos micro-
organismos son predictores del curso clinico de la enfermedad periodontal.
En la revision bibliografica estan asociadas a progresion de la lesién y
destruccidn tisular (7-10-11-12-13). La PC es una enfermedad infecciosa
multicausal, en la cual la produccién de dafio tisular no puede atribuirse
solamente a la accidn de los microorganismos, sino ademas a la activaciéon
de células y moléculas del sistema inmune natural y adquirido del
hospedador (monocitos, células dendriticas, macréfagos, linfocitos, fibro-

blastos y otras células) que en forma conjunta con la accién de estructuras

Od. Marcelo Ocampo 4



Tesis Doctoral

bacterianas, como los lipopolisacaridos (LPS) de bacterias Gram negativas
(Gram -), estimularian la produccién de citocinas que median la liberacién
de metaloproteinasas, responsables de destruir la matriz extracelular y el
hueso alveolar (14-15). Por tanto, las citocinas IL-18, IL-8, TNFa, pueden
ser candidatos idéneos como marcadores prondsticos del dafio perio-
dontal. En cambio el aumento de citocinas y moléculas con accién
antiinflamatoria tales como IL-4-IL-10-factor de crecimiento a (TGFa)-IL-1
receptor antagonista (IL-1Ra) y factores inhibidores de metaloproteinasas

de matriz (TIMPs), garantizan un periodonto sano (16).

Por lo expuesto, el destino clinico de la periodontitis, esta
altamente influenciado por la respuesta inmune local del hospedador (17).
En este sentido, estudios sugieren que la polarizacion de la respuesta
inmune local por LTCD4 podria determinar la estabilidad o progresion de la
lesion (18-19). Esta respuesta inmune polarizada, puede ser caracterizada
por dos patrones bien definidos: un fenotipo Thl o Th2, en los cuales
predominan respuestas proinflamatorias celulares o respuestas antiinfla-
matorias humorales, respectivamente. Estas distintas respuestas, invo-
lucran distintos patrones de factores solubles que incluyen quimiocinas y
citocinas encargadas de activar y reclutar selectivamente células en el foco
infeccioso. La respuesta inmune hacia los periodontopatdgenos protege de
la infeccién (20). Sin embargo, tanto la persistencia de los patdgenos
como una respuesta inmune exacerbada, puede transformar el papel
protectivo de las células inflamatorias en un papel deletéreo hacia los
tejidos del huésped, ya que poseen importantes efectos relacionados a la

destruccién del tejido periodontal que involucra la estimulacion de la
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resorcion o6sea y la induccién de proteinasas (17). Ademas estos pato-
genos, poseen la capacidad de evadir o desviar, en distinta forma, la
respuesta inmune celular, favoreciendo un determinado tipo de respuesta.
De este modo, ciertos factores de virulencia afectan la respuesta inmune,
tales como las proteasas de Porphyromonas gingivalis o la leucotoxina de

Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

Los factores solubles como quimiocinas y citocinas producidas en
respuesta a la colonizacion participan en la orquestacion del trafico celular
hacia el tejido periodontal. Sin embargo, es insuficiente y a veces
contradictoria la informacion existente sobre la relevancia y
cinética de las mismas en el curso de la enfermedad periodontal
humana. Asi, algunas citocinas y quimiocinas han sido encontradas en
tejidos humanos con enfermedad periodontal, cumpliendo un papel
importante en la activacion y reclutamiento de células inflamatorias y
células inmunes, en el sitio de asiento de estas patologias, encontrandose
las mismas en concentraciones menores en zonas sin lesiones, donde
cumplen una funcién biolégica de homeostasis. Es menester recordar que
las citocinas, como toda hormona, no se almacenan en las células, sino
que se producen y liberan en forma inmediata, cuando es necesaria su
intervencién como mediadores en una accion biolégica especifica. Es por
eso que, al ser este un estudio transversal, no nos permite inferir el
momento en que se produjo la liberaciéon de citocinas y quimiocinas, en
relacion al momento de la toma de la muestra clinica, ni tampoco
establecer una relacion lineal entre los valores de las determinaciones

inmunoldgicas v la clinica que presentaba el paciente en ese momento. Se
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ha determinado que los niveles de proteinas de membrana quimiotacticas:
Monocyte chemotactic protein-1 (MPC-1), facto de necrosis tumoral
a(TNF-a), interleucina-8 (IL-8), regulador de activacion T normal
expresado y secretado (RANTES), MPI-a e Interferon inducible de la
proteina 10 (IP-10), en pacientes con PC varian entre tomas en diferentes
tiempos (21-22-23). Los periodontopatégenos son capaces de estimular la
produccion de quimiocinas y citocinas por diferentes tipos de células
inmunes, y este tipo de respuesta estara influenciada por el micro-
organismo presente y el grado de virulencia del mismo. Dado que la
reaccion inflamatoria, es clave en el desarrollo de la respuesta inmune
protectiva o deletérea, es importante identificar el papel de los factores
microbianos e inmunoldgicos que participan en la patogénesis de estas

enfermedades.

Los macrofagos presentan diferentes tipos de receptores, cono-
cidos como receptores de reconocimiento de patrones de patogenicidad
(RRP), que, al reconocer a sus ligandos que son los patrones moleculares
asociados a patdgenos (PAMP), como asi también a los receptores para el
fragmento Fc de las inmunoglobulinas (RFc), receptores para componentes
del complemento (RC) y receptores para citocinas y quimiocinas que
gatillan su activacion. La activacion de estos receptores conduce a la
produccién de una amplia variedad de citocinas y quimiocinas que median

diferentes funciones bioldgicas.

La IL-1 es prototipo de la citocina proinflamatoria que induce la

expresion de una variedad de genes y la sintesis de varias proteinas que
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expresan e impactan en la inflamacién aguda y crénica. Los monocitos y

los macréfagos son los mas importantes productores de IL-1.

Existen dos formas bioquimicamente distintas pero estructural-
mente relacionadas con IL-1: la IL-1a que predomina en los queratinocitos
y la IL-1B que predomina en los macréfagos. A las citocinas producidas
por macréfagos activados podemos agruparlas en distintas categorias de
acuerdo a la naturaleza de las funciones que median; siendo de interés en
este estudio las citocinas: IL-1B -TNa que median la inducciéon de una
respuesta inflamatoria aguda, local y/o sistémica, y la quimiocina IL-8,
que induce el reclutamiento de leucocitos en el tejido lesionado y favorece

el desarrollo de la respuesta inflamatoria.

La IL-1B actua sobre los osteoblastos induciendo la expresién del
factor activador del ligando (NF-KB) o del factor activador de la
diferenciacion de osteoclastos (RANKL), responsables éstos de la resorciéon
del hueso. La matriz désea puede ser reabsorbida Unicamente por los
osteoclastos, por lo que la activacion de esta célula es un prerrequisito

para la pérdida del hueso alveolar en la PC (24-25-26).

Otros trabajos de investigacion disienten con esta teoria vy
proponen que la pérdida 6sea depende de otros mediadores como los
metabolitos del acido araquiddnico, IL-3, IL-11, factor estimulante de
colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) y factor de diferenciacion

de osteoclastos (27-28).

IL1B y TNF a son inductores potentes de la metaloproteinasa de

matriz (MMPs), eicosanoides, oxidasa del oOxido nitrico (6xido nitrico
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sintetasa inducible: iNOS), etc, involucrados con la destruccion de la
matriz extracelular y resorcién dsea. Por lo expuesto, estas citocinas
estarian estrechamente relacionadas con la PC, enfermedad que lleva a la
pérdida del 10% al 15% de la denticién en los adultos y es, a la vez, una

de las enfermedades mas prevalentes del hueso en el ser humano.

Debemos remarcar que los patégenos periodontales, poseen una
alta capacidad de evadir o desviar en distinta forma las respuestas inmune
naturales adquiridas, mediante la produccidn de impedinas, tales como
proteasas que clivan al sistema de complemento, hidrolisan inmuno-
globulinas (Igs), producen leucotoxinas (LTx), por lo que en caso de ser
necesario implementar terapias antimicrobianas, es un factor a tener en
cuenta para que la concentracidn del antimicrobiano cumpla un efecto
bactericida, debido a que el sistema inmune no es competente para

cumplir dicho papel.

Pese a la existencia de técnicas muy sensibles y especificas, es
importante identificar a las bacterias periodontopatdégenas asociadas a la
PC. Existen técnicas muy sensibles y especificas, tales como la técnica de
biologia molecular de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y
reacciones seroldgicas que permiten el diagndstico temprano. No
obstante, las técnicas convencionales de cultivo, aislamiento y tipificacién
se mantienen como las pruebas de oro “gold standard”, porque a partir de
un microorganismo aislado en cultivo puro, no sélo se lo puede identificar,
sino también realizar pruebas de sensibilidad in-vitro a los antimicro-

bianos, lo que posibilita implementar una terapia mas adecuada.
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OBJETIVOS

Objetivos Generales:

o

Caracterizar la respuesta inmune innata en pacientes con distintos

grados de periodontitis cronica (PC), en correlacion con las bacterias

periodontopatégenas responsables del dafio y progresion de la lesion:

Porphyromonas gingivalis (P.gingivalis) y Aggregatibacter actino-

mycetemcomitans (A.actinomycetemcomitans) y la pérdida del tejido

de insercién, mediante diagndstico por imagenes radiograficas.

Objetivos Especificos:

Q

Caracterizar la respuesta inmune innata en pacientes con PC con
distintos grados de afeccion. Se determinaron los factores solubles
inducidos (quimiocinas y citocinas) y la funcionalidad y grados de

activacién de células de la inmunidad innata (nitritos y arginasa).

Determinar la microbiota periodontopatogénica. Se tipificaron
P.gingivalis y A.actinomycetemcomitans de las muestras clinicas
obtenidas de fluido crevicular gingival (FCG), por técnicas de
biologia molecular (PCR) y aleatoriamente por técnicas

convencionales (cultivo, aislamiento y tipificacion).
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Determinar la pérdida de tejido de inserciéon mediante diagnéstico
por imagenes radiograficas: se realizo el estudio mediante la
interpretacion radiolégica de imagenes digitalizadas de
radiografias periapicales (técnica paralela) y “Bite-Wing” (aleta

mordida).
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MATERIALES Y METODOS

Los pacientes que participaron de este estudio fueron los que
concurrieron en el Ciclo Lectivo 2007-2008 a la Catedra de Periodoncia "C”
de la Facultad de Odontologia - UNC. En el afno 2007 se examinaron
periodontalmente 205 pacientes de los cuales, a 10 de ellos se los incluyé
en el proyecto con el diagndstico de PC. En el afio 2008 se examinaron
periodontalmente 243 pacientes de los cuales a 13 de ellos se le
diagnosticod PC y se incluyeron al proyecto. Los pacientes seleccionados en
ambos ciclos lectivos, respondian a los criterios de inclusion estipulados en
el proyecto de investigacion. Asi se constituyd el Grupo Problema
compuesto por 23 pacientes con PC (n=23). Se seleccionaron ademas, 4
pacientes sistémica y periodontalmente sanos, los que conformaron el
Grupo Sanos (n=4). Los pacientes de ambos grupos, fueron notificados de
su inclusion en este proyecto de investigacién y debieron dar su consen-
timiento por escrito, debiendo completar una ficha ad-hoc aprobada por el
Comité de Bioética de la Facultad de Ciencia Médicas de la Universidad

Nacional de Cérdoba.

Los criterios de inclusidon y exclusién de pacientes en este proyecto

de investigacion se establecen en el cuadro 1.
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Criterios de inclusion

Criterios de exclusion

Hombres y mujeres entre 35 y

65 anos.

Buen estado de salud general

clinicamente detectable.
Con P.C.

No haber

enfermedad periodontal en los 2

sido tratados por

ultimos afos.

No tratados con medicacion
antibidtica ni corticoides en los

ultimos 6 meses.

Pacientes embarazadas.

Pacientes medicadas con anti-

conceptivos por via oral.

Pacientes  con aparatologia

ortodoncica

Pacientes con medicacidon estro-
génica.

Pacientes con enfermedades
sistémicas: enfermedades car-

diacas, diabetes, etc.

DESARROLLO DE LAS ACTIVIDADES

Las diferentes determinaciones propuestas, se realizaron en 4
(cuatro) etapas, a partir de las muestras bioldgicas recolectadas durante
los periodos lectivos 2007 y 2008 en la Catedra de Periodoncia “C” de la

Facultad de Odontologia - UNC.
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I- DESCRIPCION GENERAL DE LAS ACTIVIDADES REALIZADAS

EN CADA ETAPA

@ Primera etapa: de diagnéstico clinico.

En esta etapa se realizé:

a.

b.

Examen periodontal de los pacientes, siguiendo el protocolo
estipulado en el proyecto de investigacion. Con los datos

obtenidos se confecciond la ficha periodontal.

Tomas radiograficas de los sitios con periodontitis al grupo
problema mediante técnica paralela (periapicales) y al grupo

sanos mediante técnica “Bite-Wing” (aleta mordida).

Con los datos obtenidos (del examen clinico y radiografico) se

confirmo el diagnoéstico de PC.

@ Segunda etapa: toma preservacion y procesamiento de las

muestras clinicas.

a.

Toma de las muestras: En esta etapa se realiz6 la recoleccidon
de FCG, tejido gingival y sangre periférica para realizar, a
partir de ellas, las determinaciones microbioldgicas e inmu-

noldgicas.

Preservacion de las muestras: las destinadas a deter-

minaciones inmunoldgicas se conservaron a -70°C hasta su
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@

utilizacién, mientras las destinadas a estudios bacterioldgicos

fueron inmediatamente procesadas.

Procesamiento de las muestras: las muestras destinadas a
determinaciones inmunolégicas de los pacientes del grupo
problema y grupo sanos, fueron procesadas en forma
conjunta; con las mismas se realizaron las determinaciones

inmunoldgicas (citocinas y quimiocinas, nitritos y arginasa).

Tercera etapa: resultados de las determinaciones microbio-

légicas-inmunoldgicas, radioldgica y su analisis estadistico.

a. Se determinaron las frecuencias relativas de los perio-

dontopatdgenos colonizadores de las bolsas subgingivales de

cada paciente.

Se determinaron los valores de la respuesta inmune innata

en FCG y suero.

Se analizaron las imagenes radioldgicas digitalizadas, obte-
nidas del grupo sano y grupo problema en correlacion a la

resorcion osea

Este es un estudio transversal, observacional-analitico de

pacientes con PC, segun criterio de la “Internacional Workshop” de 1999

(29).
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Para el analisis estadistico se usaron los siguientes parametros:

Para comparar las frecuencias relativas de perfiles bacterianos
de P.gingivalis y A.actinomycetemcomitans entre pacientes con PC (grupo
problema) y sanos, se usé la prueba no paramétrica de “Mann-Whitney”
(chi cuadrado / Prueba exacta de Fisher), fijando un valor p<0.05 para
significacion estadistica. La profundidad de la bolsa (PB) en sitios
muestreados se establecid6 mediante la Media en mm (percentil 25, 50
y75) con un p<0.05 para significacidon estadistica. El sangrado al sondaje
se establecid en frecuencias relativas (porcentajes positivos) fijando un
p<0.001 para significacién estadistica. El nivel de insercidon clinica
(NIC) en sitios muestreados se estableci6 mediante la Media en mm
(percentil 25,50 y 75) con un p<0.05 para significacidon estadistica. Para
comparar valores de IL-1B entre grupo problema y sanos se aplico la
prueba de “Irwin-Fisher”, fijando un valor p<0.05 para significacion

estadistica. Para correlacionar IL-1B y resorcion O6sea entre grupo

problema y sanos, se uso el indice de Spearman con 95% de confianza.

II- DESCRIPCION ESPECIFICA DE LAS ACTIVIDADES REALIZADAS
EN CADA ETAPA

@ Primera etapa: diagnostico clinico.

Se estudiaron un total de 27 (veintisiete) pacientes (n=27), de los
cuales 23 (veintitrés) eran adultos de entre 35 y 65 afios de edad con

diagndstico clinico de PC (n=23), en distintos estadios de progresiéon
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clinica. Estos pacientes concurrieron en forma espontanea a la Catedra de
Periodoncia “"C” de la Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional
de Coébrdoba, a efectos de recibir atencidon periodontal, los que se

constituyeron el Grupo Problema de este proyecto.

Los 4 (cuatro) pacientes restantes que conformaron el Grupo
Sanos (n=4) del proyecto estuvo conformado por estudiantes de la
Carrera de Odontologia - U.N.C. De estos alumnos se comprobd que eran
periodontal y sistémicamente sanos, sus edades oscilaban entre los 21 a

25 afos, y no poseian antecedentes de enfermedad periodontal previa.

En ambos grupos (problema y sanos) se realizé la anamnesis y el
examen periodontal. Para el examen periodontal se usdé una sonda tipo
Marquis. Se trabajo en seis dientes por paciente, en las caras mesial (M),
distal (D), vestibular (V) y palatino (P) o lingual (L) de cada diente. En el

examen periodontal se evallo el Registro de Placa Supragingival (RPS), el

Registro de Hemorragia (RH), el Grado de Movilidad Dentaria (GMD), la

Profundidad de Sondaje (PS: que es la distancia desde el margen gingival

hasta el tope radicular de la bolsa periodontal) y el Nivel de Insercién

Clinica (NIC: medido desde el limite amelocementario al fondo de la
bolsa). Con los datos recogidos se confeccion6 la Historia Clinica
Periodontal de cada paciente. Posteriormente siguiendo el protocolo de
trabajo, consignado en el proyecto de investigacion, se realizaron las
tomas radiograficas (Rx periapicales, Técnica de cilindro largo) de los
diferentes sectores seleccionados y que respondian a los criterios

fundamentales de PC y Bite Wing en pacientes sanos.
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La representacion de la etapa clinica se expresa en la figura 1 (A-

B-C-D-E-F-G).

Finalmente cada paciente firmd su consentimiento informado para

participar del proyecto. (ver anexo)

Figura 1

CNARIT SR v
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Figura 1: Las imagenes fotograficas corresponden a: clinica compatible a: A)
grupos sanos. B) PC. C) y D) examen periodontal. E) Rx"” Bite Wing” en grupo
sanos. F) y G) Rx periapical en grupo problema.

Od. Marcelo Ocampo 21



Tesis Doctoral

@ Segunda etapa: Toma, preservacion y procesamiento de las

muestras clinicas.

En los sitios seleccionados y con una profundidad de sondaje = 5
mm, se procedié a la toma de muestras de FCG con conos de papel de

filtro estériles N°© 40 “Periopapers”.

Antes de la recoleccién del FCG se elimind la placa supragingival
con curetas estériles, sin producir sangrado y se aislé el sector con rollos
de algodon, secando luego con aire los elementos dentarios. A cada
paciente se le tomaron 6 (seis) muestras de los sitios preseleccionados
(con bolsas de profundidad = a 5 mm). Se usaron 6 (seis) “Periopapers”
por diente, en dos sesiones, de tres conos por vez, los cuales se
introdujeron hasta hacer tope en el fondo de la bolsa periodontal,
permaneciendo durante 30 segundos. A tres de los seis conos recogidos
como muestras bioldgicas se los colocé en un tubo de Eppendorf que
contenia 2 ml de medio de transporte: Viability Medium Goteborg
Anaerobically (VMGA III), prerreducido mediante Bafio de Maria durante

10 minutos, para realizar las determinaciones microbioldgicas clasicas.

Sélo se incluyeron en el tubo las porciones inferiores al punto de sujecion
con la pinza usada para introducir los conos en las bolsas, cortando con

tijera estéril descartando la porcién superior del mismo.

El medio de transporte VMGA III esterilizado y prerreducido a
efectos de mantener la viabilidad de las bacterias anaerobias, sin permitir

su multiplicacién y manteniendo un ambiente prerreducido de oxigeno, el
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cual seria deletéreo para las bacterias anaerobias obligadas como la

P.gingivalis o microaerdfilas como A.actinomycetemcomitans.

Las muestras se transportaron de inmediato al Laboratorio de
Microbiologia y se comenzd el procesamiento de las mismas, antes de las
dos horas, para evitar la pérdida de bacterias anaerobias o facultativas. El
cultivo, aislamiento vy tipificacion de P.gingivalis y A.actinomyce-
temcomitans se realizd segun las recomendaciones de Slots (44-45),
cuyas técnicas fueron previamente estandarizadas en nuestro laboratorio.
Para el cultivo y aislamiento de los microorganismos, previo a realizar la
siembra, las muestras contenidas en los tubos con VMGA III fueron

homogenizadas en vortex, durante 30 segundos.

Para el cultivo de P.gingivalis, a partir del material patoldgico, se
realizaron seis diluciones y se sembraron tres placas en Agar Brucella, a
las que se les incorpord 50 pug/mL de Gentamicina para inhibir bacterias
aerobias y Vancomicina para inhibir bacterias Gram+. Al medio de cultivo
se lo suplementd con 5 ug/mL de Hemina, se incorporé vitamina K a una
concentracion de 1pg/mL y sangre de caballo lacada a una concentracién
final de 7%. Todos los suplementos, contribuyeron a la expresion del
morfotipo de desarrollo de colonias tipicas de P.gingivalis.: bacilos Gram-

anaerobios pigmentados (BGNAP).

Las placas fueron preparadas inmediatamente antes de ser utili-
zadas para los cultivos. A la primera placa se la sembrd con una ansada
directa del material patoldgico, extraido del medio de transporte. A la

segunda y tercera se las sembrd mediante micropipetas, inoculando 1 pL
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de las diluciones 10* y 10°®. La siembra se realiz6 por agotamiento en los
cuatro cuadrantes y los medios sembrados se incubaron a 35°C durante
siete dias, en atmosfera de anaerobiosis, utilizando sobres Anaerogen,

(Oxoid, Hampshire, England).

Para el cultivo de A.actinomycetemcomitans, las muestras sin

diluir (provenientes del medio de transporte VMGA III) se sembraron en
agar TSBV (Tripticasa, Soja, Bacitracina, Vancomicina) en los cuatro
cuadrantes de la placa y se incubaron en atmédsfera de microaerofilia
(10% de CO,) = Campygen, (Oxoid, Hampshire, England), a 35°C,

durante 3 a 5 dias.

El examen del desarrollo bacteriano, tras el proceso de incubacién,
se realizd con lupa para diferenciar las colonias y apreciar sus carac-

teristicas (determinar los diferentes morfotipos).

Las colonias de P.gingivalis se identificaron por su morfologia:

colonias grandes, levemente convexas (casi planas) de color negro
(pigmento melanico). La prueba de luz ultravioleta resulté negativa, en
cambio la prueba de CAAM dio positiva. En el subcultivo (cultivo puro) se
colocaron discos de potencia especial: Vancomicina (Vc) 5 ug. Colistina
(Cs) 10 pg y Kanamicina (Ka) 1000 ug. Las placas sembradas fueron
cultivadas en anaerobiosis, a 35°C, durante 7 dias y los resultados para
P.gingivalis fueron: Vc sensible, Cs resistente y Ka resistente. La prueba

bioquimica del Indol resultd positiva.

El desarrollo de colonias de A.actinomycetemcomitans en tripti-

casa, soja, bacitracina, vancomicina (TSBV) mostrd colonias pequefias de
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0,5mm a 1 mm de didmetro de forma circular, convexas, traslicidas,
exhibiendo un suave brillo nacarado y de bordes irregulares a los tres dias
de incubacidon. Las colonias parecian firmemente adheridas al medio de
cultivo, con una estructura interna estrellada. En los subcultivos A.actino-
mycetemcomitans pierde las dos ultimas caracteristicas (adhesion y
aspecto estrellado). Del material patoldgico, en el cultivo primario, el
desarrollo tipico aparece alrededor del tercer dia. Luego de este periodo
de tiempo, el desarrollo de la microbiota acompafiante, sobretodo
Streptococcus spp, pueden inhibir su desarrollo in Vitro, siendo en esta
investigacion, Eikenella corrodens la especie con desarrollo prevalente, a
partir del quinto dia, lo cual oscurecid la expresiéon del desarrollo de

A.actinomycetemcomitans. Figura 2 :(A-B-C-D-E-F-G-H-I-J-K-L).

Figura 2
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Figura 2: Imagenes fotograficas de toma del material clinico: A) grupo sano. B)
PC. C) toma de tejido de granulacién. D) tejido de granulacién. E) obtencién por
venopuncidn de sangre venosa periférica. F) corte del cono. G) siembra del
material patoldgico en Agar Brucella suplementado. H) siembra del material
patoldgico en TSBV. I) incubacion en microaerofilia de A.actinomycetemco-
mitans. J) incubacién en anaerobiosis de P.gingivalis. K) incubacion en estufa.
L) tipificacion con discos cargados con antimicrobianos de potencia especial.

COMPOSICION DE LA MEZCLA DE GASES PARA BACTERIAS

ANAEROBIAS Y FACULTATIVAS (cuadro 2)

Cuadro 2
AFmésfer_a, de Oxigeno CO, Nitrogeno | Hidrégeno
incubacion
Aerdbicos 21% < 0,5% S/D S/D
Anaerobicos estrictos 0% 5% 85% 10%
Microaerofilias 5% 10% 85% S/D
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DETERMINACION BACTERIOLOGICA POR TECNICA DE BIOLOGIA

MOLECULAR: PCR (cuadro 3)

a. Extraccién_del ADN: a los tubos Eppendorf que contenian los
“Periopaper”, con los que se obtuvo el FCG de la bolsa
periodontal, se les agregd 200 uL de agua estéril. Se incubd a
37°C durante 10 minutos y se centrifugé a 14.000 g durante
5 minutos. En el sobrenadante obtenido se verificd la pre-
sencia de ADN visualizado con luz ultravioleta en gel de

agarosa al 0,8%, tefiido con bromuro de etidio.

b. Amplificacién: confirmada la presencia de ADN en las
muestras clinicas, en primer lugar se amplificd la secuencia
especifica y altamente conservada del gen 16S rRNA de 960
pares de bases (pb) para identificar bacterias Gram-. El gen
16S rRNA estd presente en todas las bacterias y esta
altamente conservado en todas las especies. La deteccidén de
esta secuencia por PCR, es un método valioso en este caso,

ya que se trata de microorganismos dificiles de cultivar.

Se realizé PCR utilizando oligonucleotidos especificos para ampli-
ficar las especies de P.gingivalis y A.actinomycetemcomitans. A conti-
nuacién observamos las secuencias especificas de cada par de
oligonucledtidos para cada especie, indicando el tamafio del fragmento

reproducido por PCR.
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Cuadro 3

PATOGENO BACTERIANO SECUENCIA ESPECIFICA DE TAMANO
DEL PRODUCTO PRIMERS PARA PCR (5’ ---3") AMPLIFICADO en pb

Fragmento Universal GATTAGCGAATGTGCTCATTTACAT 960 pb
CCCGGGAACGTATTCACCG

P.gingivalis AAACCCATCTCTGAGTTCTTCTTC 404 pb
ATGCCAACTTGACGTTAAAT

A.actinomycetemcomitans AGGCAGCTTGCCATACTGCG 575 pb
ACTGTTAGCAACTACCGATGT

La reaccidon de amplificacién se realizé con 10uL de ADN en 40 pL
de mezcla de reaccion que contiene 5ul de buffer de PCR 10x, 25 mM de
MgCl, (Promega), 1, 25 U de Taq polimerasa (Promega), 0.2mM de cada
desoxirribonucledsidos trifosfato (dNTPs) de laboratorio Pharmacia. La
reaccion de amplificacion se realiz6 en un termociclador Perkin Elmers
Cetus. El perfil térmico de amplificacion para P.gingivalis incluyd una
desnaturalizacion inicial de 95°C durante 2 minutos, seguidos por 36 ciclos
de desnaturalizacion a 95°C por 30s, etapa de complementariedad de
primers a 60°C por 1 minuto y una extensién a 72°C por 1 minuto, con

una extension final de 72°C por 2 minutos.

El perfil térmico para A.actinomycetemcomitans incluyd, una etapa
inicial @ 959C por 2 minutos, seguido de 36 ciclos de 94°C por 30s, 55°C
de 1 minuto y 72°C por 2 minutos y una etapa final de 72°C por 10

minutos.
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Cada muestra se realizd por duplicado y en cada reaccion se
agregd un tubo sin ADN, como control negativo de la reaccién y un tubo
conteniendo ADN de organismos aislados de cultivos de cepas puras,

(ATCC) obtenidas del CEMIC (Bs. As.).

Los productos de PCR se analizaron en gel de agarosa al 1.6%. Se
tineron con bromuro de etidio y se fotografiaron bajo luz ultravioleta. Un
marcador de tamafio molecular, indica el tamafio del producto de

amplificacion del gel (Perkin Elmers - 100 pb). (Figura 4).

Figura 4
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Todas las determinaciones microbioldgicas (por cultivo- aisla-
miento y tipificacién mediante técnicas convencionales y por técnica de

Biologia Molecular), se realizaron con tres de los seis conos obtenidos de

cada bolsa periodontal, durante la toma de muestras clinicas de FCG.

DETERMINACIONES INMUNOLOGICAS

A los tres conos restantes conteniendo FCG (de los seis recogidos

como muestras bioldgicas de las bolsas periodontales) se los colocd en
tubos Eppendorf con 40 pL de solucién salina suero fetal bovino (PBS), los
que se preservaron por congelacion a -70°C hasta su utilizacién, para
determinar citocinas y quimiocinas por ELISA (enzimoinmunoanalisis).
Asimismo, a cada paciente se le extrajeron 10 mL de sangre venosa, la
que se colocod en tubos estériles con heparina para separar el suero, el
cual se guardd alicuotado a -70°C hasta el momento de ser utilizado para

determinar citocinas y quimiocinas por ELISA.

Después de la recoleccion de FGG con conos y en la misma sesion,
se obtuvo tejido de granulacién gingival, por curetaje de las paredes
blandas de la bolsa, alisado y raspaje de las superficies radiculares
dentarias. El mismo se colocd en un Eppendorf estéril, con 500 pl de trizol,
el cual fue marcado con un cédigo de identificacion especifico y se
congelaron a -70°C, para determinar la actividad de las células de la
Inmunidad Innata, evaluando la actividad de la enzima iNOS y de la

enzima arginasa.
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Determinacion de la actividad iNOS: se introdujeron tres
“periopapers” por paciente en un Eppendorf con 450 pl de PBS. Los
“Eppendorf” que contenian PBS para determinacion de nitritos (actividad
clasica o antiinflamatoria determinada por activacion de la enzima iNOS)

debian encontrarse frios, en hielo, previo al agregado de los “periopapers”.

Determinacion de la actividad arginasa: se introducen tres
“periopapers” por paciente en un Eppendorf con 250 ul de buffer Tritén X-
100, con inhibidores de proteasas (coctel inhibidor proteasa). Los
“Eppendorf” para esta determinacién debian encontrarse frios, en hielo,

previo al agregado de los “periopapers”.

Las muestras recogidas de los diferentes pacientes y preservadas
por congelaciéon a -70°C hasta ese momento, se procesaron en forma

conjunta (FCG, tejido de granulacion y sangre venosa).

A- Determinacion de citocinas y quimiocinas por ELISA (enzimo-
inmunoanalisis)

En el FCG y suero se determind por ELISA (enzyme linked inmuno-
sorbent assay). El kit empleado fue el Bio Source International, Camarillo
CA. USA, para determinar los niveles de quimiocinas (IL8) y citocinas
(IL-1B8 y TNF-a). El FCG se eluyd de los “periopapers” por método de
centrifugacion y se obtuvo el fluido; las determinaciones se realizaron por
técnica ELISA de Captura utilizando pares de anticuerpos monoclonales
especificos y curvas de calibracion, (utilizando testigo de concentracién

conocida).
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B- Determinacion de la activacion de células de la Inmunidad
Innata
Se determind la activacion de la via clasica o proinflamatoria

del macroéfago, evaluando la actividad de la enzima iNOS en las muestras

de FCG obtenidas, determinando los niveles de NO, utilizando el reactivo
de Griess. La activacion de la via alternativa o antiinflamatoria del

macréfago se evallo determinando la actividad de la enzima arginasa, en

células presentes en FCG. Para ello, se centrifugd el tejido de granulacién
gingival, se obtuvo el fluido y el precipitado fue lisado con Tritén X-100 e
inhibidores de proteasas, en agua destilada. La determinaciéon se realizd

con la técnica de Albina.

DETERMINACIONES RADIOLOGICAS

Se trabajo e interpretaron los datos obtenidos en las radiografias
periapicales mediante el método de la Técnica Paralela o de Cilindro
Largo; las mismas tuvieron como finalidad registrar imagenes del
paradencio de inserciéon como: ligamento periodontal, cortical alveolar y
medular, como asi también evaluar la pérdida désea de las crestas
alveolares, de pacientes con PC. Asimismo se utilizd para el grupo sanos el
método radiografico de “Bite-Wing” (aleta de mordida) para precisar con
este registro intrabucal (isométrico-isomorfo) la visualizacién de la altura

de la cresta 6sea, lo mas real posible como rasgo significativo.

Ambos métodos siguieron los criterios técnicos-radiograficos,

tendientes a lograr la optimizacién respecto a calidad, densidad, contraste,
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y definicién de las imagenes resultantes, para lograr una correcta y

precisa interpretacion imagenoldgica normales y patoldgicas.

Las radiografias obtenidas por los métodos utilizados, fueron
digitalizadas indirectamente por medio de un Scanner HP, calibrado con
una regla o medida patrén que permitié ampliar el histograma para definir
las zonas de densidades en la escalas de grises, donde al valor 255 de la
escala se corresponde a la zona radiopaca que se encuentra en el angulo
de la radiografia, y, tomando el valor cero (0) de la escala, el tono o

densidad negro que se corresponde con la radiotransparencia.

Esto nos permitiéd poder medir los distintos tonos en la escala de
grises y asi transferirla a la pérdida ésea que procesamos y analizamos
mediante un software digitalizador del sistema Image Pro Plus para

determinar resorcion osea.

Se realizaron tomas radiograficas del sector anterior (superior e
inferior de canino a canino) y primeros molares superiores e inferiores que
coincidieron con las zonas donde se extrajeron conos de papel con fluido

crevicular y tejido de granulacion.

Se evaluaron y analizaron las distintas imagenes de cada una de
los métodos radiograficos, utilizando la escala de grises, la aplicacién de
un pseudocolor con el programa “Surface-Plot” y la reconstruccién

tridimensional.

El aspecto radiografico del grupo sanos mostrd indices de

densidades normales en ambos primeros molares, tanto el ligamento

periodontal, la cortical (Iamina dura) y cresta alveolar. Se evidenciaron las
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corticales alveolares continuas regulares y lisas, adoptando las crestas
alveolares superiores la forma angulada y las inferiores la forma plana. En
ambos casos conservan su espesor normal, guardando relacidon entre la
distancia amelocementaria, con el nivel mas coronal de la cresta alveolar.

En la valoracion de la resorcion 6sea en el grupo problema, se adoptd,

como criterio de ponderacion, el pseudocolor perteneciente al programa
“Surface-Plot” en el que los pseudocolores rojo, anaranjado y amarillo son
indicadores de la presencia de sales calcicas, correspondiente a corticales
y crestas alveolares y los pseudocolores verde y azul, indican estructuras
desmineralizadas y espacios aéreos que se corresponden a la tronera

gingival.
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RESULTADOS

@ Tercera etapa: resultados de las determinaciones microbio-

légicas-inmunoldgicas, radiolégicas y su analisis estadistico

1. Resultados microbiolégicos: Tanto por técnica de biologia
molecular (PCR), como por tipificaciéon convencional (cultivo, aisla-
miento e identificacién) se determind la presencia de P.gingivalis y
A.actinomycetemcomitans que colonizaron las bolsas periodontales
de pacientes con PC. A.actinomycetemcomitans se aislé vy tipificd en
un 13% de los pacientes del grupo problema (n=23) con PC, en
tanto P.gingivalis se aisld y tipifico en el 72% del grupo problema
con PC. En el grupo sanos (n=4) no se aislé ninguno de los dos
periodontopatégenos en estudio por ninguna de las técnicas
empleadas (0% de ambos microorganismos).

2. Resultados inmunoldgicos; Se determinaron a partir de FCG vy
suero IL-8, TNF-a, IL-1B. En FCG se determind la produccion de
nitritos y en tejido de granulacion de la bolsa periodontal, se

determind arginasa. (cuadro 5).
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Cuadro 5
Determinacion de IL 8 en FCG
Conc pg/ml Abs  |Abs corregiMUESTRAS | Abs muestra | Abs corregida |Concentracion pg/ml
200.0000 1.011 0.856 202 0.144 -0.012 -7.6604
100.0000 0.618 0.645 203 0.106 -0,050 -14.8302
50,0000 0.374 0.344 204 0423 0.268
25,0000 0.268 0.183 1 0.19 0.035
12,5000 0.242 0.112 2 0.072 -0.084
6.2500 0.170 0,074 3 0.292 0,137
3.1250 0.152 0.031 4 0.678 0.523
1,5620 0.138 0.015 5 0.167 0.012
0.7810 0.145 0.015 6 0.045 -0.111
0.3900 0.143 0.014 7 0,572 0.417
8 0,153 -0.003
g 0.125 -0.031
10 0.772 0.617
11 0,634 0.479
12 0,576 0.421
13 1.122 0.967
Blanco 0.155 14 0.842 0.687
Blanco 0.156 15 042 0.265
promedio B 0,156 16 0,759 0,604
17 0.272 0,117
18 0.156 0.001 -5.3962
19 0,046 -0.110 -26.1509
20 0.386 0,231
21 0.256 0.101
22 1.431 1.276
23 0,675 0.520
1200 Y= D,Dh053x +0,0291
1,000 R==09859
0,00 = ——Seriet
0,600 ; .
0400 e ——Lineal (Serie1)
0,200
U,DDD T T T T
0,0000 50000 10000 15000 20000 25000
0 0o 0o 0o 0o
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Determinacion de TNF a en FCG

Cc.en pg/ml Abs  Abs corregiddMUESTRAS | Abs muestra | Abs corregida |Concentracion pg/ml
500.0000 1125 0,995 202 0,172 0,042 13,6957
250,0000 0.634 0,504 203 0,148 0.018 -1.6217
125,0000 0,356 0,226 204 0.118 -0,013 -8,0435

62.5000 0.263 0,133 1 0,107 -0.024 -10.4348
31,2500 0,186 0,056 2 0,113 -0,018 -9.1304
15,6200 0,162 0,032 3 0,121 -0.010 -7.3913
7.8100 0.191 0.061 4 0.151 0,021 -0,8696
3.9000 0,097 -0,034 5 0,143 0,018 -1.5217
1.9500 0,133 0.003 6 0.162 0.032
0.9700 0,136 0,006 7 0,162 0,032

Blanco 0.119 ] 0.156 0,026

Blanco 0,142 9 0,138 0.008 -3.6957

promedio B 0.131 10 0,125 -0,006 -6.5217

11 0,116 -0.015 -8.4783
12 0,104 -0,027 -11,0870
13 0,091 -0.040 -13.9130
14 0,104 -0.027 -11,0870
15 0,105 -0,026 -10,8696
16 0.108 -0,023 -10,2174
17 0,123 -0.008 -6.9565
18 0,133 0.003 -4.7826
19 0,132 0.002 -5,0000
20 0.115 -0,016 -8,6957
21 0.11 -0.021 -9 7626
22 0,136 0.006 -4 1304
23 0.098 -0,033 -12.3913

2,500 y=00046x+0,0245

2.000 /,/&um

il //F/

1,000

0,500
0,000 / ; . . .

0,0000 100000 200,000 300000 400,000 500,000 600,000
0 0 0 0 0 0
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Determinacion de IL-1B en FCG

Ccenpg/ml  Abs  Abscorregida |[MUESTRAS| Abs muestra | Abs corregida [Concentracion pg/ml
500.0000 1,683 1629 202 0,052 40,003 -1.2188
250,0000 0,763 0,709 203 0,056 0,002
125,0000 0431 0317

62,5000 0.267 0213
31,2500 0,176 0,122 3 0,062
15,6200 0.117 0,063 b 0,062
78100 0,081 0,027 1 0,069
3.9000 0.074 0.020 9 0.061
1.9500 007 0,017 11 0.072
12 0,048

Blanco 0,057 13 0,048

Blanco 0,052 14 0,057

promedio B 0,055 15 0,054

16 0,063 _

17 0,05 0,005 -1,.8438
18 0,052 -0.003 -1.2188
19 0,055 0,001 -0,2813
20 0,061 0,007

21 0,049 40,006 -2,1563
22 0,052 -0.003 -1.2188
23 0,048 0,007 -2 4688

y=00062x +0 4648
4000 R==0.772

2000

1000 4

4

0,000 r r T T T
00000 1000000 2000000 3000000  400P000  SOOP0O00 @00 Q000

Determinacion de IL-8 en SUERO
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Concpg/ml{  Abs  |Abs corregida] MUESTRAS| Abs muestra | Abs corregida [Concentracion pg/ml

200.0000 0,416 0,379 202 0,055 0,018
100,0000 0,262 0,225 203 0,067 0,03
50,0000 0,143 0,106 3 0,073 0,036
25,0000 0,100 0,063 b 0,086 0,049
12,5000 0,079 0,042 7 0,076 0,039
6,2500 0,065 0,028 9 0,06 0.045
31250 0,052 0,015 11 0,071 0,034
1,5620 0,059 0,022 12 0,085 0,04
0,7810 0,046 0,008 13 0,063 0,026
0,3900 0,046 0,008 14 0,059 0.022
Blanco 0,035 15 0,067 0,030
Blanco 0,040 16 0,065 0,02
promedio B 0,036 17 0,092 0,055
18 0,073 0,036
19 0,09 0,053
20 0,078 0,041
21 0,123 0.0
22 0.15 0,113
23 0119 0,082

y = 0,0019x + 0,0143
0.450 R- = 0.9939

0,400
0,350
0,300
0,250
0,200
0,150
0,100
0,050
0,000 . : : .

0,0000 50,0000 100,000 150,000 200,000 250,000
0 0 0 0
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Cc.en pg/ml Abs  Abs corregidd MUESTRAS | Abs muestra | Abs corregida |Concentracion pg/ml
500,0000 1,160 1,115 202 0,059 0.014 -5,7391
250,0000 0,756 0,711 203 0,051 0,006 -9.2174
125.0000 0.367 0.322 3 0.05 0,005 -9,6522

625000 0215 0170 ; 0.077 0 032—
31,2500 0,175 0,130 7 0,065 0.020 -3.1304
15,6200 0,089 0,044 9 0.068 0.023 -1.8261
7.8100 0.077 0.032 11 0.088 0.043
3.9000 0.064 0.019 12 0.062 0.017 44343
1.9500 0.052 0,007 13 0,068 0,023 -1.8261
0.9700 0,057 0,012 14 0,092 0,047

Blanco 0.041 15 0.06 0.015 -5,3043

Blanco 0.050 16 0,074 0.029

promedio B 0.046 17 0,053 0.008 -8,3478

18 0.051 0.006 -9.2174

19 0,062 0.017 44348

20 0.134 0.089

21 0,143 0.098

22 0.082 0,037

23 0.048 0,003 -10,5217
v=00023x + 00267

1,200

1,000

0,200

0,600

0,400

0,200

0,000 T T

0.0000 2000000 400,0000 G600 p000
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Determinacion de IL-1B8 en SUERO

Ccenpg/ml  Abs  Abs corregida |MUESTRAS| Absmuestra | Abs corregida |Concentracion pg/ml
500.0000 1,683 1,629 202 0,052 -0,003 -1,2188
250.0000 0,763 0,709 203 0,056 0,002
125,0000 0431 0,377

62.5000 0,267 0213
31,2500 0,176 0,122 3 0,062
15,6200 0117 0,063 6 0,082
7.8100 0,081 0,027 I 0,069
3.9000 0,074 0,020 9 0,061
1.9500 0,071 0,017 11 0,072
12 0,048

Blanco 0,057 13 0,048

Blanco 0,052 14 0,057

promedio B 0,055 15 0.054

16 0,063
17 0,05
18 0,052 -0,003 -1.2188
19 0,055
20 0,061 ,
21 0,049 -0,006 -2.1563
22 0.052 -0,003 -1.2188
23 0,048 -0,007 -2 4688
w=0,0032x + 00,0014
1.200 R = D2954
1.600
1,400
1,200
1,000

0.200

0,600

0.400

0.200

0,000 T T

0.0000 2000000 400.0000 6000000
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Determinacion de NITRITOS en FCG

FECHA ICURVA ug/ml  |CURVA ull ABSORBANCIA [ABS CORREG [MUESTRAS ABSORBANCIA corregida JCONCENTRACION ul [Concetracion final ull
16-10-08 £31.250, 0.977 0.28) 0.238 202 0.05) 0.1237] 24 74226804
2656001 0488 0.178) 0.136 203 0.053 01372 27 431645
132 800] 0.244 0115 0.076 204 0.052 01327 2653518602
66 -100] 0,122 0.096] 0.054 1 0.05) 0.1237] 24 74226804
33.2001 0.061 0.072 0.03 2 0.064] 0.1865]
3 0.118]
4 0.048 2294935007
BLANCO 0.042] 5 0.045] ! 20 25997311
B 0,095
T 0.079
8 0.059
9 0.077
10 0.087)
1 0.175)
12 0.073
13 0.06)
14 0,054
15 0.052]
16 0.085
17 0,052
18 0.049
19 0.069)
20 0.049
pal 0,053
22 0,059
23 0.069)
03 = 02224400224
0.25 -
' L .
0.2
0.15
0.1
0,05
0 1 1 1 1 || ]
0 0.2 0.4 06 0.8 1 12
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Determinacion de ARGINASA en FCG

Conc ug/ml|  Abs Abs corregida [MUESTRAS|  Abs
75 3431 3.376 4 1.863
315 2,315 2.26 5 1,523
18,75 1,531 1476 b 2.013
9,375 1,712 1,657 I 1,142
46875 0,638 0,583 8 1.768
2.34375 0,511 0.456 9 1,566
1171875 0,152 0,097 10 2.169
0.5859375 0,12 0,065 12 0,503
0.29296875 0,102 0.047 13 1.045
14 0,756
15 0,508
16 0,757
17 0.451
blanco 0,061 18 0.253
blanco 0,049 19 0,402
promedio bla 0,055 20 1,956
21 0,341
22 1127
23 0,421

Conc ug/ml

NO SE PUEDE INFERIR
CONCENTRACION DE ARGINASA
PORGUE NO SE SABE DE CUANTO
MATERIAL SE PARTE SOLO SE PUEDE
EXPRESAR COMO

ACTIVIDAD DE ARGINASA

v =0,0436x +0,3875
R =03788
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1- Resultado de la correlacion de las imagenes radioldgicas
digitalizadas y la resorcion odsea: los valores de resorcidon dsea
fueron obtenidos por medicidn, desde limite amelocementario (LAC),

hasta la cresta 6sea (cuadro 6 y figura 3).

Cuadro 6: Correlacion de pérdida 6sea entre grupo problema y
grupo sanos

GRUPO SANOS zgkgggszggx?;o DE PERDIDA OSEA
201 0
202 0
203 0
204 0

GRUPO PROBLEMA

1 5,7
2 6,6
3 11,02
4 1172
5 5,07
6 5,02
7 11,01
8 7,02
9 11,4
10 12,01
11 10,01
12 11,03
13 11,03
14 11,02
15 8,06
16 11,72
17 5,8
18 7,9
19 9,01
20 7.1
21 7,01
22 11,91
23 10,29
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Los pacientes con PC presentaron diferencias significativas en los

valores promedio de pérdida 6sea expresados en mm (p< 0,002)

Figura 3 (A-B-C-D-E-F)
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Figura 3: A-B Eorresponden a Rx "Bite-Wing” digitaIizadas-pseudoéolor- grupo
sanos. C- Rx periapical digitalizada - escala de grises- grupo problema (PC). D-E
y F- Rx periapical digitalizada pseudocolor grupo problema - resorcién 6sea (PC).

2- Anadlisis estadistico de los resultados microbioldgicos,

inmunoldgicos y radiolégicos.

a. Andlisis estadisticos de los resultados microbiolégicos: En
relacién a los perfiles bacterianos, en pacientes con PC y sanos, se
observaron diferencias significativas entre P.gingivalis (p=0.001) y
A.actinomycetemcomitans (p=0.05), siendo mayor la frecuencia
relativa de presencia de P.gingivalis (72% de las determinaciones),
respecto a A.actinomycetemcomitans (13% de los casos). (Figura

4).
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Figura 4
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Figura 4 a: Porcentaje de periodontopatégenos en PC. 4 b: Porcentaje de
periodontopatdgenos en grupo sanos.

b. Analisis estadisticos de los resultados inmunologicos:

En las mediciones realizadas en muestras de suero, se observé que

los valores de todas las variables mostraron una gran dispersién,
observandose en algunos pacientes valores extremos (muy altos)
en sustancias como IL-1B y TNF-a. En FCG, no hubo presencia de
valores extremos. En general se observd una distribucion
asimétrica, con tendencias a valores elevados. Realizando el estudio
comparativo, las citocinas y quimiocinas estudiadas mostraron
diferencias significativas entre los grupos problema y sanos para IL8
en suero (p=0,0265), IL-1B en suero (p=0,0112) e IL-1B en FCG

(p=0,0124). (Figura 5-6 y 7).
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Figura 5
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Figura 5: En las mediciones realizadas en muestras de suero se observé que los
valores de todas las variables se mostraron una gran dispersion (Figura 7 a, by
c). Observandose en algunos pacientes valores extremos (muy altos) en
sustancias como IL1B y TNF a (Figura 7 b y c).
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En FCG no hubo presencia de valores extremos. Si, en general se

observd una distribucién asimétrica, con tendencias a valores elevados

(Figura7d,eyf).

140,00—]

120,00

100,00—

80,00 —

nitritos

60,00 —

21

13

40,00 —

20,00 —

grupol

Figura 5 g: La medicion tanto de arginasa como de nitritos, se realiz6é sélo en
FCG vy la determinacion fue positiva en el 100% del grupo problema y sanos, pero
arginasa no se pudo cuantificar ya que esta determinacién se realiza en relacion

directa al nUmero de células.
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Figura 6
PC
&
9
m
E
[
v
0
o
Cortrol Casos Control Casos
Suero Fluido gingival
als 100 100 3333 £6 67
alL1p 50 4706 100 8,3
OTNFu 0 2941 X3 125

Porcentajes de casos y controles que presentaron valores de

medicion de cada una de las variables observadas.

Como se observa en la Figura 1, la IL8 se midié en el 100% de los
casos y controles en suero, en tanto que en el fluido gingival sélo en el

33,33% de los controles y el 66,67% de los casos.

En relacion a la IL1B, esta interleuquina sélo se midié el 50 y
47,06% de los controles y casos, respectivamente en suero, mientras que

en fluido gingival fue en todos los controles y un 83,3% en los casos.

El TNFa fue medido, en general, tanto en suero como fluido

gingival, en un bajo porcentaje de los pacientes y controles.
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Figura 7
PC
100
80
£
o 60
m
t
] 40
6
o
20 |
0 -
Control Casos Control Casos
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Figura 7: Grupo problema y sanos, en donde IL-8 e IL-1 midieron valores
mayores que la mediana.
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c. Analisis estadisticos de los resultados de la correlacion entre

IL-1B y resorcion ésea: (figura 8)

Figura 8

GRUPO: SANOS
67,35

50,51

33,68

ILbeta1

16,84

0,00

T T 1 |

i L I
-0,50 -0,25 0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
RaO

grupo=PC

266,83
200,12+ ]

133,42+

ILbeta1

66,71

0,00 T
0,00 3,09

Figura 8: RESULTADOS: Los pacientes con PC presentaron diferencias
significativas con el grupo sanos en los valores de IL-1pB con p<0.05, y hubo
correlacion entre IL-1B y resorcion 6sea (p=0,02).
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d. Analisis estadisticos de los resultados de sangrado al
sondaje: Sangrado al sondaje (% positivo) PC = 73% p =< 0.001
y en sanos 25% p=< 0.05. Prueba chi cuadrado / prueba exacta de

Fisher.

e. Analisis estadisticos del Nivel de Insercion Clinica (NIC): El
NIC en sitios muestreados se establecié mediante la MEDIA en mm.

NIC en PC =8.95+ 3.15 p=< 0.1.
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DISCUSION

Entre las caracteristicas comunes a la PC se destacan: la alteracién
de color y textura del periodonto de proteccién, debido a la instalacién de
un proceso inflamatorio, sangrado al sondaje en el area de la bolsa
gingival, pérdida de insercion con formacion de bolsa de diferente
profundidad y pérdida del hueso alveolar. Las caracteristicas frecuentes
son: hipertrofia o retraccion gingival, aumento de la movilidad y
desplazamiento dentario, exposicion de la porcién radicular y exfoliacién

dentaria.

La PC, generalmente se inicia como gingivitis durante la pubertad,
pero las caracteristicas comunes o frecuentes descriptas preceden-
temente, sélo se advierte luego del cuarto decenio de la vida. La PC
generalmente se caracteriza por una lenta progresién, aunque puede
experimentar una exacerbacién aguda, en cualquier estadio de su ciclo
evolutivo. Una caracteristica a destacar de la PC es la predileccion por
sujetos y sitios. Socransky y col. (30) sustentan “la hipdtesis de brotes”,
dado que en la PC pueden, en forma alternativa, sucederse episodios de
remision y exacerbacion. Esto posiblemente estaria relacionado a los
microorganismos que conforman la placa subgingival, que mediante sus

mecanismos directos de agresion, inducirian a respuestas inflamatorias
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sostenidas en el tiempo, con su consiguiente efecto deletéreo con una
disminucién “in situ” de las defensas del hospedador (31-32-33-34-9).
Se considera que en un mismo sujeto un NIC superior a 3 mm vy la
cantidad de sitios afectados aumenta con la edad, lo que estaria
relacionado a los niveles de higiene bucal, frecuencia y cantidad de placa
subgingival sostenida en el tiempo, y asi que el factor edad es una
variable dependiente determinante de PC. Debemos tener siempre
presente que el perfil subgingival de las bacteria que conforman el
“biofilm” subgingival es simplemente un factor iniciador y sustentador de
PC, pero que es la respuesta inmune del huésped, la que ejerce mayor
influencia, al momento de valorar la patogenia y progresion de la

enfermedad.

La microbiota subgingival esta conformada por un complejo
polimicrobiano y mixto, la mayoria anaerobios obligados y facultativos. En
este estudio, los mas prevalentes en pacientes con PC. fueron P.gingivalis
en un 70% (n=16) y A.actinomycetemcomitans en un 13% (n=3). Estos
periodontopatdégenos son denominados exdgenos, ya que no forman parte
de la microbiota comensal del surco gingival y, por lo que no se
encontraron en el grupo sano. Estos resultados discrepan con publicacién
de Guillarte, C que aisloé P.gingivalis en un 16,66% de muestras de sacos
periodontales de pacientes con PC (35). En este estudio P.gingivalis fue la
bacteria anaerobia Gram negativa pigmentada (BAGNP), que se recuperd
con mayor prevalencia de sacos profundos (con mas de 4 mm), lo que

coincide con determinaciones microbioldgica realizadas por Petit (36).
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Los pacientes con PC que concurrieron a la Catedra de Periodoncia
“C"” de la Facultad de Odontologia de la UNC, fueron diagnosticados segun
la clasificacion de la Asociacion Americana de Periodoncia (AAP),
Workshop 1999, los que clinicamente se caracterizaron por presentar un
grado de inflamacién ostensible, alto indice de sangrado, exudado
purulento, profundidad de mas de 5mm de bolsa periodontal, gran
cantidad de tartaro y placa bacteriana (compatible con la expresién

clinica) con lo cual coincidimos con Kamma y cols (10).

El segundo periodontopatdgeno relacionado a PC fue A.actinomy-
cetemcomitans, también considerado un periodontopatégeno exdgeno,
pero a diferencia de P.gingivalis que es un bacilo Gram- pigmentado
anaerdbico obligado (GNAP), éste es un bacilo Gram- microaerdfilo no

pigmentado, el cual se aislé en el 13% del grupo con PC (n=3).

La prevalencia de altas concentraciones de P.gingivalis asociada a
A.actinomycetemcomitans se asocian con periodos de activacion o

exacerbacion de lesiones en PC (37).

En América Central y América del Sur el componente microbiano
de PC se analizd en detalle sdlo por Barbosa (38) y Klein MJ (39) en Brasil,
Gajardo M (40) y Lopez NJ (41) en Chile y Nogueira TMA (42) en
Argentina. El perfil microbiano de los periodontopatdogenos determinados
en este estudio, con pacientes residentes en la ciudad de Cérdoba-
Republica Argentina, que asistieron a la Catedra de Periodoncia “C” de la
Facultad de Odontologia-UNC, fue coincidente con los reportes de los

investigadores antes mencionados.
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En la fisiopatogenia de la PC, el proceso inflamatorio, deletéreo de
la estructura de soporte dentario, es gatillado por la presencia de PAMP,
especificamente en este caso el PAMP seria el lipopolisacarido (LPS) de las
bacterias periodontopatdégenas Gram-. Los LPS bacterianos actian sobre
los receptores de patrones de patogenicidad (RPP) de macréfagos.
Especificamente el RPP que se activa, es el receptor tipo “toll like” (TLR),
fundamentalmente el TLR tipo 4 que reconoce a los LPS de las bacterias
Gram-. Los macrofagos, activados por los periodontopatdgenos de la placa
subgingival, liberan citocinas proinflamatorias (IL-1B, TNF-a) y quimiocina
8, hecho demostrado en este estudio al determinar los valores de estos
marcadores, en la repuesta inmunoldgica del material clinico obtenido de
FCG y tejido de granulacion de pacientes con PC. Se ha especulado que la
presencia de altos niveles de citocinas y quimiocinas en pacientes con PC,
en relacién a personas sanas, es el resultado del sistema inmune a la
exposicién crénica al LPS de bacterias Gram negativas comensales, del
surco gingival. Evidencias cientificas indicaron que las citocinas pueden
regular la expresion de Prostaglandina E 2 (PGE2) o Metaloproteinasas de
matriz (MM PS) y que a su vez la MMP-1 y MMP-8 (colagenasas,
hialuronidasas) incrementaron su expresion, en presencia de niveles
elevados de IL-1B y TNF-a (43). De esta manera se explicaria la
fisiopatogenia de la PC, es decir, como los patdégenos periodontales,
mediarian la degradacion del tejido conectivo periodontal. Las citocinas
proinflamatorias (IL-1B y TNF-a) y la quimiocina IL-8 estimularian la
liberacion de PG (especialmente de PGE2), la produccion vy liberacion local

de metaloproteinasa de matriz (MMP5).Tanto la PGE2 como MMP5 son

Od. Marcelo Ocampo 65



Tesis Doctoral

efectores inmunoldgicos responsables de la degradacion de la matriz
extracelular durante la progresién de la PC. Estas conclusiones fueron
coincidentes con los resultados de las determinaciones inmunoldgicas y
microbioldgicas en FCG de pacientes con PC, asistentes al servicio
odontolégico de la Facultad de Odontologia de la UNC. En este sentido,
también coincidimos con reportes realizados por Socranky (30) en los que
P.gingivalis y A.actinomycetemcomitans, son los dos periodontopatdgenos
mas fuertemente asociados a bolsas profundas (>5mm), pérdida de

adherencia y sangrado al sondaje.

En cuanto a los resultados obtenidos de las determinaciones
inmunoldgicas a partir del FCG de las bolsas periodontales de pacientes
con PC, en este estudio, los valores de IL-1B permitieron inferir que hubo

correlacion entre IL-1B y resorcién 6sea (p=0,02).

En las mediciones realizadas en muestras de suero, ambos grupos
(grupo enfermos y pacientes sanos) presentaron una alta variabilidad en
los perfiles de las citocinas proinflamatorias IL-1B8, TNF-a y en la
interleuquina IL-8 con valores extremos muy altos tanto en IL-1 y TNF-q,
los que se asocian al mantenimiento de la homeostasis sistémica. En tanto
en FCG, no hubo presencia de valores extremos significativos y una
distribucion asimétrica con tendencia a valores elevados. Realizando
estudios comparativos de los valores de las citocinas y quimiocinas
estudiadas, se observaron diferencias significativas entre grupo enfermos
y sanos. La IL-1B, molécula con gran actividad proinflamatoria y
destructiva de los tejidos de soporte dentario, estaria relacionada con la

patogénesis de PC y seria un marcador de expresién de la fase activa de la
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enfermedad, resultando asi la resorcion dsea, una caracteristica de la
periodontitis. La determinacién de estos mediadores inmunoldgicos podran
ser usados como marcadores de actividad y progresién de la enfermedad.
Esto adquiere un valor relativo, cuando las determinaciones se realizan en
forma aislada, por cuanto estas citocinas no se almacenan, sino que se

producen y liberan al momento de mediar una accién bioldgica especifica.
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CONCLUSIONES

1. Las bacterias periodontopatégenas de la placa subgingival,

mediante la liberacion de la endotoxina constitutiva del LPS de la
membrana externa de bacterias Gram-, inducen la sintesis de
citocinas proinflamatorias y quimiocinas, las cuales incrementaron
su concentracion en el FCG, produciendo la degradacién de la matriz

extracelular, en los periodos de brote de PC.

La IL-1B a través de esta investigacion, demostrd ser un excelente

marcador de destruccion tisular en PC.

P.gingivalis y A.actinomycetemcomitans, fueron dos periodon-
topatégenos exdgenos, fuertemente asociados a bolsas profundas

(>5mm), pérdida de adherencia y sangrado al sondaje.

Debido a que los periodontopatégenos involucrados en este estudio,
poseen, como un importante mecanismo de Vvirulencia, Ila
produccién de impedinas como mecanismo de evasidén al sistema
inmune natural y adquirido; este conocimiento debiera constituirse
en una valiosa herramienta, en caso de ser necesario implementar
terapias antimicrobianas, para que la concentraciéon del agente

antimicrobiano cumpla un efecto bactericida; ya que el paciente
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inmunonormal sistémico, mediante estos mecanismos de virulencia,
quedan en situacion de inmunodeficiencia “in-situ” (en el sitio de la

lesion y colonizacién bacteriana).

La PC presentd condicionantes etiolégicos multiples, por lo que
resulté impreciso describir con exactitud la funcidon bioldgica de
células y moléculas, en la entramada red de sefales bioquimicas
que en forma permanente interactian para mediar en forma
simultaneas, tanto procesos inflamatorios como antiinflamatorios.
Es preciso un gran esfuerzo, por parte de la comunidad cientifica,
para conocer con mayor grado de precisién y certeza, cada una de
las multiples variables que convergen, contactan y modifican las
interacciones microbianas, inmunoldgicas, genéticas y ambientales

que suceden en la PC, como enfermedad infecciosa multicausal.

Debieran tomarse muestras clinicas de los sitios afectados con PC,
en diferentes momentos de la progresion clinica de la enfermedad,
para poder establecer con mayor grado de certeza una relacién
lineal entre la liberacion de citocinas-quimiocinas y la clinica
periodontal que expresara el paciente al momento de la toma de la

muestra.

Los resultados de las diferentes determinaciones objeto de este
estudio, arrojaron valores que permitieron establecer los patrones
de respuestas inmunitarias, perfil bacteriano y dafo tisular con que

la PC se expres6 en pobladores de la Ciudad de Cérdoba-Republica
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Argentina, concurrentes a un servicio odontoldgico que brinda a la
comunidad la Facultad de Odontologia de la UNC. Tanto la
contextualizacion en la que se realizo el proyecto, como su
caracter inter y multidisciplinario le confieren a esta

investigacion un valor superlativo.
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RESUMEN

La periodontitis cronica (PC) es una enfermedad inflamatoria de
etiologia infecciosa, inmunoldgicamente reactiva y de alta prevalencia en
adultos mayores. Diferentes autores, en distintos lugares del mundo,
coinciden que los microorganismos del la placa bacteriana subgingival
(biofilm), actlan como inductores de una respuesta inmune y sus
efectores inmunoldgicos estarian directamente involucrados en la
instalacion, progresién y dafio en PC.

Con trabajos de investigacion publicados en distintos paises o
regiones del mundo compartimos los resultados con los que surgieron de
esta investigacién, aunque es la primera vez que se abordan en forma
conjunta a los microorganismos periodontopatégenos exdgenos con la
respuesta inmune del huésped y su relacién con el fenotipo clinico de la
enfermedad. Los microorganismos aislados en este estudio, fueron
P.gingivalis y A.actinomycetemcomitans en proporciones relativas de 72%
y 13% respectivamente. En esta investigacion ha quedado demostrado
que las moléculas pro inflamatorias tales como IL-1B, TNF-a e IL-8
pueden ser usados como marcadores de la inmunidad innata en el
diagnodstico de PC. Estas moléculas actian como mediadores en la
respuesta inmune innata coordinando una cascada de efectores
inmunoldgicos que interactuando sinérgicamente, serian los responsables
de las alteraciones ostensibles de las funciones de los tejidos
periodontales, tales como: pérdida del nivel de insercién clinica, aumento
en la profundidad de sondaje e indice de hemorragia, movilidad dentaria,
resorcion oOsea y eventualmente perdida de los elementos dentarios
afectados.

De acuerdo a los resultados obtenidos en la determinacion de los
diferentes parametros estudiados, se concluye que la PC no puede
atribuirse tan solo a la accion de los microorganismos y a la respuesta
inmune del huésped, ya que ambos factores se encuentran estrechamente
condicionados a otros como: genéticos, ambientales, socio-culturales-
econdmicos y psicoldgicos. Por lo expuesto precedentemente amerita un
estudio interdisciplinario para abordar con ldégica cientifica a esta
patologia.

Palabras claves: Periodontitis Cronica. Periodontopatdégenos exogenos.
Parametros de la Inmunidad Innata. Citocinas. Quimiocinas. Reabsorcién
Osea.
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SUMMARY

ABSTRACT

Chronic Periodontitis is an inflammatory disease of infectious etiology,immunologically reactive and with
a high prevalence among adult patients.Several authors , all around the world,agree that the
microorganisms of the subgingival plaque (biofilm) act like inducers of an immune response and that
their immunological effectors would be directly involved in the appearance, progression and injury in CP.
Even though the results of this research are very similar to previous ones which have been published in
different countries of the world, it is the first time that exogenous periodontopathogen microorganisms
with the host immune response and their relationship with the clinical phenotype of the disease are
approached altogether as a whole.The microorganisms isolated in this study were P.gingivalis and
A.actinomycetemcomitans in relative proportions of 72% and 13% respectively.In this research, it has
been showed that the pro inflammatory molecules, such as IL-18, TNF-a and IL-8 can be used as innate
immune markers for the diagnosis of CP.These molecules act like mediators of innate immune response
coordinating a cascade of immunological effectors which, interacting synergistically, would be
responsible for the ostensible deterioration in the functions of the periodontal tissues, such as : lossof
clinical attachment level, increase in the depth of probing and index bleeding, tooth mobility, bone
resorption and, eventually,loss of affected teeth.

According to the results obtained in the determination of the different parameters studied, it is concluded
that CP can not only be conferred to the action of microorganisms and the host immune response, since
both factors are closely conditioned by other ones, such as :genetic , environmental, socio-cultural-
economic and psychological.

For all the above mentioned, it is deserved an interdisciplinary study in order to approach this pathology
with scientific logic.

Key words: Chronic Periodontitis. Exogenous Periodontopathogens. Innate Immune parameters.
Cytokines. Chemokines. Bone resorption.
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ANEXOS
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SECRETARIA DE CIENCIA Y TECNOLOGIA
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS
UNIVERSIDAD NACIONAL DE CORDOBA

Cordoba, 5 de Mayo de 2007.-

Al Sr. Decano de la
Fac. de Cs. Médicas UNC
S/D

Distinguido Sr. Decano:

Tenemos el agrado de dirigirnos a Ud., en nuestro caracter de miembros del
Comit¢ de Bioética de esta Facultad, para comunicarle lo siguiente:
-Que tras haber estudiado el Proyecto del Tesista: Od. Marcelo Ocampo:
“CARACTERIZACION DE LA RESPUESTA INMUNE EN PACIENTES
DURANTE LA PERIODONTITIS CRONICA: ROL DE QUIMIOQUINAS ¥
CITOQUINAS™, y habiéndose cumplimentado con las indicaciones requeridas por
este Comité, se aprueba dicho Proyecto.

Sin otro particular, saludamos a Ud. muy atentamente.

Prof. Dr. Pedro L. Saracho Cornet

$

Sra. Prof. Dra. M

FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS
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CONSENTIMIENTO INFORMADO.

(Tres folios indivisibles, numerados).

Folio 1: Informacién para el paciente.

Titulo del proyecto “CARACTERIZACION DE LA RESPUESTA INMUNE EN
PACIENTES DURANTE LA PERIODONTITIS CRONICA: ROL DI QUIMIOQUINAS
Y CITOQUINAS *.

Investigador: Doctorando Od. Marcelo Ocampo. M.P.4212. D.N.1: 16.740.716.

Director de Tesis: Prof. .Dr. Luis Augusto Olmedo .Docente Universitario. Profesor Titular
Catedra de Microbiologia. Facultad de Odontologia. U.N.C.

Responsables Legales: Od Marcelo Ocampo. Domicilio Legal: Tucuman 2546. Ciudad de
Cordoba Te 4745575. Cel. 156502667. E-mail marocampo64@yahoo.com.ar

Prof. Dr. Luis Augusto Olmedo. DNI: 10377.212. Domicilio Legal Av. Ambrosio Olmos 776
1° piso Departamento B. Ciudad de Cordoba. Te. 4683377. Cel. 156148591, E-mail
lolmedof@odo.unc.edu.ar.

Lugar de Trabajo: Catedra “C™ de Periodoncia. Facultad de Odontologia de la U.N.C.
Domicilio: Av. Haya de la Torre s/n. Pabellon Argentina. Ciudad Universitaria. Te. 4333033,

RESENA DEL PROYECTO:

A-Generalidades: La Periodontitis se caracteriza por la destruccion de los tejidos de soporte
de los elementos dentarios en grados clinicamente detectables.lista destruccion incluye la
pérdida de insercion clinica con formacion de bolsas periodontales y pérdida del hueso
alveolar. [.a Periodontitis Cronica es la forma mas frecuente de Periodontitis en el adulto. La
magnitud de la destruccion de los tejidos involucrados es consecuente con los factores de
virulencia de los microorganismos periodontopatogenos colonizadores de la bolsa y tartaro y
su correlacion con la respuesta inmune del hospedador. El destino clinico de esta patologia
esta significativamente influenciada por la respuesta inmune local del hospedador. I:n
este sentido, estudios previos sugieren que la polarizacion de la respuesta inmune local por
células TCD4. podria determinar la estabilidad o progresion de la lesion. Esta respuesta
inmunc polarizada puede ser caracterizada por dos factores bien definidos. un fenotipo
Thl(respuesta celular o proinflamatoria) o un fenotipo Th2 ( respuesta humoral o antiinfla-
matoria. stas distintas respucstas involucran distintos patrones de factores solubles que
incluyen a Citoquinas vy Quimioquinas encargadas de activar y reclutar sclectivamente
c¢lulas en el sitio de la lesion.

Para rcalizar este estudio resulta imprescindible contar con un nimero determinado de
personas que voluntariamente aceptan participar en este Proyecto de Investigacion.
B-Acciones a realizar por parte de los donantes voluntarios: 1) En ayunas de 12 horas sc
le tomaréa una tnica muestra de sangre de 10ml por puncion de una vena del antebrazo. Dicha
extraccion cumplira con todos los principios éticos vigentes y guias de buenas practicas
clinicas, aunque excepcionalmente se podrian producir hematomas (moretones) o flebitis en
la zona de puncion venosa.

Od. Marcelo Ocampo 81



Tesis Doctoral

Folio 2 (indivisible del Folio 1)

2) Durante el tratamiento de la Periodontitis crénica y como parte del protocolo terapéutico
de rutina se realizard alisado de los tejidos dentarios y curetaje del tejido periodontal de la
bolsa. Los materiales residuales (tartaro y tejido de granulacién) y fluido crevicular (exuda-
do plasmatico en la bolsa) en vez de ser descartados, como es de rigor en la practica clinica,
se recuperaran y seran usados para determinaciones bioquimicas ( citoquinas y quimioqui-
nas) y bacterioldgicas ( tipificacion de periodontopatgenos y sus mecanismos de virulencia.
C- Las muestras biolégicas sern utilizadas de la siguiente manera: 1- Una alicuota sera

procesada inmediatamente en el Laboratorio de Microbi

ologia del Area de Biologia Oral de

la Facultad de Odontologia de la UNC, a efectos de tipificar los periodontopatdgenos

involucrados en el sitio de infeccion. 2-

Otra alicuota ser4 frizada hasta obtener un ntimero de

muestras significativas para su procesamiento a efectos de determinar los parametros
inmunologeos objeto de este estudio de investigacion (determinaciones bioquimicas:
Citoquinas y Quimioquinas). 3- El resto de la muestra clinica se mantendra frizado el tiempo
necesario para realizar alguna corroboracién de resultados mientras dure el proyecto de
investigacion (3 a 5 afios). Finalizado los estudios pertinentes y tras la defensa de la Tesis
Doctoral dichas muestras seran desechadas para su tratamiento, transporte, recoleccion y
disposicién final para residuos patogenos, segun Ley Nacional N° 24051, protocolo con el
que cuenta la Facultad de Odontologia de la UNC.

D- Se deja constancia de que se ha informado debidamente sobre todos los aspectos del pro-
yecto al voluntario y a la totalidad del equipo actuante. Se guardara absoluta confiden-
cialidad sobre la identidad de los voluntarios intervinientes, la informacion y registros obte-
nidos en este estudio seran confidenciales, el nombre del donante no figurara en ningin re-
gistro ya que el mismo ser reemplazado por un cédigo de identificacion alfanumérico.

Los voluntarios podran abandonar su participacion en el proyecto de investigacion en el
momento que asi lo decidan, sin que ello perjudique en absoluto su tratamiento periodontal,
objetivo primario de su concurrencia a la Catedra “C” de Periodoncia de la Facultad de
Odontologia. UNC.

E- El objetivo de este proyecto es poder aportar datos sobre €l rol de Quimioquinas y
Citoquinas en el curso clinico de la Periodontitis Crénica.

F- Lugar(de reclutamiento de voluntarios: pacientes con Periodontitis Cronica que asisten
“ de Periodonciade la Facultad de Odontologia de la UNC para su

or cualquier accion que hubiere lugar, se consideraran respon-
datcelo Ocampo y al Prof Qr Luis Augusto Olmedo.

/ \
/

IS A. OLMEDC
EGOR TITULAR
L MICROBIOLOE!A

............
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Folio 3.

Documentacion legal para consentimiento informado (indivisible del Folio 1y 2).
a-Por la presente declaramos que aceptamos cumplir en este proyecto, con todos los prin-
cipios éticos vigentes y Guias de Buenas Practicas Clinicas, habiendo informado
debidamente de todos los detalles del mismo a los voluntarios intervinientes y al equipo
actuante.

i

b- Por la presente declaro aceptar participar como voluntario en el Proyecto de
Investigacion titulado:” CARACTERIZACION DE LA RESPUESTA INMUNE EN
PACIENTES DURANTE LA PERIODONTITIS CRONICA: ROL DE QUIMIOQUINAS Y
CITOQUINAS.” Declaro ademas haber recibido y entendido la totalidad de la informacién
que al respecto se me ha brindado en tiempo y forma, explicandoseme detalladamente sobre
los alcances que mi participacién en dicho Proyecto significa, a tenor del Folio 1y2.

Firmo al pig¢\en sefial de conformidad junto con el Tesista investigador, el Director del
Proyecto y(un testigo ajeno al equipo actuante.

Directar del Proyecto

<h \

Vq‘l ntario |/ Testigo.
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Centro de Investigé*ciones en Bioquimica Clinica e
Inmunologia
CIBICI

CONICET

Ante quién corresponda

Por la presente dejo constancia que el Odontdlogo Marcelo Ocampo, DNI:16740716, legajo de la
UNC No 34180, docente de la Facultad de Odontologia ha realizado en el laboratorio del Area de
Inmunologia del Departamento de Bioquimica Clinica de la Facultad de Ciencias Quimicas de la
UNC las siguientes determinaciones en sueros y fluido gingival de pacientes:

-Técnica de Elisa Standard para citoquinas IL-1 beta, I1L-8 y TNF alfa
- Deteccion de Nitritos (Reaccion de Griess),
- Determinacion de la actividad de arginasa (Corraliza IM, J Immunol. Methods, 1994),

Esto forma parte del proyecto de su tesis doctoral “Caracterizacion de la respuesta inmune en
pacientes durante la periodontitis cronica. Rol de quimioquinas y citoquinas”.

. L i

Cordoba, 4 de Noviembre de 2008

Dra. Clelia Maria Riera
Directora del CIBICI
Departamento de Bioquimica Clinica - Facultad de Ciencias Quimicas
Universidad Nacional de Cérdoba

Haya de ]la Torre y Medina Allende Ciudad Universitaria 5000-Cérdoba-ARGENTINA
Tel: 54-351-434 4973/4/5/6 ~ Fax: 54-351-4333048
e-mail: criera@mail.fcq.unc.edu.ar
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Ante quién corresponda:

Por la presente dejo constancia que durante el mes de Octubre del corriente afio el Odontdlogo
Marcelo Ocampo. DNI:16740716, legajo de la UNC No 34180, docente de la Facultad de
Odontologia ha asistido. durante 24 horas, al Laboratorio del Area de Inmunologia del
Departamento de Bioquimica Clinica de la Facultad de Ciencias Quimicas de la UNC para realizar
técnicas de inmunologia aplicadas al estudio de periodontitis en suero y fluido gingival de pacientes
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Dra. Clelia Maria Riera
Directora del CIBICI
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Escuela de Graduados

Comision de Doctorado

Facultad de Odontologia
Universidad Nacional de Cordoba
S/D

Por la presente. en mi caracter de Profesor Titular de
la Catedra “C™ de Periodoncia, de esta Facultad. certifico que el doctorando Od.
Marcelo Ocampo asistio a la misma durante el afio lectivo 2007. con los siguientes
propositos: perfeccionamiento en diagndstico y tratamiento de Enfermedades
Gingivales y Periodontales. para la toma de muestras de material para llevar a cabo su
trabajo de investigacion para optar al titulo maximo. siguiendo el Protocolo de la
Catedra.

Saluda atentamente.

Prof. ,/»ra. Carolina Virga

AGA DS RES AR A

Od. Marcelo Ocampo 86



Tesis Doctoral

CATEDRA DE
BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR
FACULTAD DE CIENCIAS MEDICAS
UNIVERSIDAD NACIONAL DE CORDOBA

Cérdoba, 11 de noviembre de 2008

Por la presente certifico que, en la Catedra de Bioquimica y Biologia
Molecular perteneciente a la Facultad de Ciencias Médicas se han realizado
los ensayos de tincién con colorante May Grunwald-Giemsa en muestras de
fluido crevicular y sangre para frotis, provenientes de pacientes del Od.
Marcelo Ocampo para la realizacion de sus tareas de tesis doctoral. Ademas
se realizo extracciéon de ADN de muestras obtenidas con periopapers en
bolsas periodontales de pacientes, para amplificar por PCR secuencias
especificas de bacterias Gram negativas, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans y Porphyromonas gingivalis, conjuntamente con
cultivos bacterianos de A. actinomycetemcomitans en medio TSBV en
condiciones de microaerofilia, y P. gingivalis en medio Schaddler en
anaerobiosis para luego realizar PCR de los cultivos. Ademas de reuniones
de coordinacion de tareas para cumplimentar el proyecto de tesis doctoral.
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