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1.0 RESUMEN

1.1 Introduccion

Las radiografias panoramicas, representan una herramienta de diagndstico importante
en la practica dental. Tanto la calidad 6sea como la cantidad dsea, pueden ser
evaluadas en la mandibula a través de las radiografias panordmicas. La evaluacion de
la cantidad de hueso de la mandibula se realiza de manera cotidiana para la deteccion
del diagndstico de la enfermedad periodontal. Generalmente la cantidad Osea
mandibular, es menos frecuente evaluarla, aunque representaria un valor de
muchisima importancia como ayuda en el diagnéstico de las enfermedades Oseas
como la osteoporosis o de identificar individuos con mayor riesgo de pérdida 6sea
alveolar. La mandibula representa una zona del cuerpo altamente sensible a las
alteraciones en la densidad de masa Osea corporal. Para valorar la calidad 6sea en
radiografias panordmicas, se han realizado una serie de métodos, para la
determinacion de la masa 6sea mandibular a expensas de radiografias orales que han
desarrollado unos indices radiomorfométricos cuyos autores afirman que se
correlacionan con la masa dsea corporal. La calidad 6sea difiere entre individuos y
esta puede ser evaluada a través de diferentes tipos de radiografias. se han descrito un
grupo de indices basados en la medicién manual de estructuras anatdmicas que se

correlacionan con la masa 6sea corporal.

Para valorar la calidad 6sea en radiografias panoramicas, se han descrito un grupo de

indices basados en la medicién manual de estructuras anatémicas.

La vitamina D representa un papel muy importante en el metabolismo 0seo,
incluyendo la absorcion de calcio y la pérdida dsea. También ha sido demostrada que
juega un papel muy importante en otras alteraciones metabolicas tal como aquellas
que involucran la respuesta del sistema inmunoldgico y del cancer. El gen del receptor
de la vitamina D (VDR) representa efectos profundos en el metabolismo mineral y la
densidad mineral 6sea. Si el polimorfismo del gen (VDR) influye en el nivel o en la
funcion del VDR, este pudiese tener un papel determinado en la patogénesis de la

enfermedad periodontal y de las enfermedades sistémicas que afectan el tejido 6seo.

1.2 Objetivos
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1°. Cuantificar el nivel de hueso alveolar (cantidad de masa Gsea) en
ortopantomografias digitales mediante un programa informatico de andlisis digital de
imagen y compararlo con la densidad dptica dsea (calidad 6sea) determinada en dos

zonas especificas mandibulares, en hueso alveolar y hueso basal.

2°. Comparar el nivel de hueso alveolar con el ancho cortical mandibular medido en

la zona propuesta por Taguchi (indice de Taguchi).

3°. Determinar la influencia del tabaco, como factor de riesgo ambiental de
periodontitis, sobre el nivel de masa dsea y densidad dsea alveolar, en
ortopantomografias digitales.

4° Determinar a través del método de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa,
enzima de restriccion BSML, el polimorfismo del receptor genético de vitamina D en
los pacientes con y sin afectacion periodontal.

5°. Demostrar si el proceso de destruccion periodontal se asocia a un determinado

estatus de masa o densidad 6sea mandibular.

1.3 Materiales y Métodos

Se analizaron 1609 ortopantomografias realizadas en la Facultad de Odontologia de
la Univ. de Granada (Espafa) hechas en el afio 2008. Se incluyeron en el estudio Rx
de pacientes de ambos sexos con edades comprendidas entre los 21afios y menos de
50 afios. Se excluyeron del estudio las radiografias en las que no se visualizaron los
agujeros mentonianos, las corticales mandibulares, o la unién cemento-adamantina
por caries u obturaciones en los dientes estudio, las que presentaban algun artefacto o
defecto en su revelado o fijado, aquellas de pacientes que en su historial médico
presentaran alguna patologia del metabolismo 6seo o que estuviesen recibiendo
tratamientos para la osteoporosis(estrogenos, hormonas, calcio , calcitonina, vitamina
D, florururos o bifosfanatos) y las Rx con menos de seis dientes o edéntulos
mandibulares. Tras aplicar estos criterios, se seleccionaron 319 ortopantomografias.
Los criterios de inclusion fueron: pacientes de ambos sexos, con edades hasta los 45
afios (se quiso anular el efecto de la menopausia sobre la masa 6sea en las mujeres por
encima de esta edad). La variable tabaco se categoriz6 en no fumador, fumador de
menos de 10 cigarrillos, fumador entre 10 y 20 y fumador de mas de 20 cigarrillos.
Las radiografias digitalizadas fueron capturadas mediante un programa informatico
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realizdndose el estudio solamente en mandibula por ser la zona menos afectada por
superposicion de estructuras. Ademas de la edad y sexo, analizamos el indice cortical
mandibular, la densidad Optica dsea alveolar y basal, y el nivel de hueso alveolar. En
72 pacientes se obtuvieron muestras nucleadas obtenidas de células epiteliales de la
mucosa yugal, determinando por PCR el genotipo VDR (enzima endonucleasa de

restriccion Bsml).

1.4 Resultados

El nivel de hueso alveolar no se relaciond con el ancho cortical mandibular
(Taguchi’s index) (p=0.575) ni con la densidad 6ptica 6sea alveolar (p= 0.478) ni con
la densidad Optica Osea basal (p=0.060). Ambas densidades &seas, estaban
fuertemente asociadas con el ancho cortical mandibular (p=0.005 y p=0.009,
respectivamente). El nivel de hueso alveolar tampoco se asocio con la expresion del
polimorfismo del gen VDR (p=0.575). La pérdida de hueso fue mayor en fumadores
que en no fumadores (p=0.035) vy el indice de anchura cortical mandibular fue mas
alto en hombres (p=0.04), en el grupo de mayor edad (p= 0.032), y en aquellos con
mas dientes (p= 0.01). El analisis multivariante confirm6 la ausencia de asociacion

entre aquellas variables y la pérdida de hueso alveolar.

1.5 Conclusiones

1.- El nivel de hueso alveolar (cantidad 6sea) mostro una relacion NO significativa con la
densidad 6sea mandibular (calidad 6sea) medida en radiografias panoramicas digitales,

mediante la determinacidon de los niveles de gris en hueso alveolar y hueso basal.

2.- El nivel de hueso alveolar NO se asocio con el ancho cortical mandibular medido
en la zona propuesta por Taguchi. Ambas asociaciones se refieren a poblacion

caucasica de mujeres premenopausicas y hombres por debajo de los 50 afios.

3.- La pérdida de hueso alveolar fue mayor en los fumadores que en los no fumadores,
mientras que los valores de densidad Optica no se relacionaron con el consumo de

tabaco.
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4.- La expresion genética del gen del receptor de la vitamina D (enzima de restriccion
Bsml) determinada por PCR, NO se asocid con el nivel de hueso en la cresta 6sea

alveolar en dicha poblacion.

5.- Los resultados de este estudio sugieren que la destruccion dsea en la periodontitis

es un proceso inflamatorio local independiente del estatus 6seo.
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2.0 INTRODUCCION
2.1 DENSITOMETRIA OSEA.

Recientemente ha habido un interés méas amplio en el diagndstico y los signos de la
osteoporosis, siendo esta, una enfermedad esquelética sistémica caracterizada por una
baja densidad de masa 6sea (DMO) y la alteracion de su microarquitectura, que
conlleva a producir fragilidad Gsea y consecuentemente, un mayor incremento de

123 ademés de la persistencia de la pérdida 6sea’, esta patologia,

riesgo de fractura
presenta una serie de alteraciones que pueden estar asociados a manifestaciones
orales como reabsorcion 6sea, perdida dentaria ®, enfermedad periodontal ¢ y pérdida

6seaoral ’ .

En medicina existen numerosas técnicas para medir el contenido mineral del hueso,
entre ellas, la radiomorfometria, radiodensitometria, el analisis cuantitativo del
trabeculado 0Oseo, sustraccion digital, absorciometria por fotones y tomografia
computarizada cuantitativa, basada en la medicion de los perfiles de atenuacién de
radiaciones contenidos en un corte axial del paciente®.

Todas ellas son técnicas validas pero a la vez costosas, requieren de la utilizacion de
aparatologia compleja, técnicos y/o personal especializado para su realizacion, no
todas pueden aplicarse para determinaciones en estructuras orales y ademas, no estan

disponibles en las consultas dentales.

Varios lugares del cuerpo muestran una alta susceptibilidad en la disminucion de la
densidad de hueso. La mandibula se ha identificado como uno de estos lugares siendo
estudiada para este fin a través de radiografias convencionales como las periapicales o

las panoramicas °.

2.2 INDICES MORFOMETRICOS.

Actualmente, Las radiografias panoramicas son usadas extensamente en la préactica
dental para el diagnostico de diferentes patologias. La valoracion radiografica de la
calidad Osea, representa un papel importante en la planificacion de tratamientos,
como en la colocacién de implantes y como método no invasivo en la identificacion
de pacientes con osteoporosis. Con objeto de poder determinar la masa Osea a

expensas de ortopantomografias, se han desarrollado unos indices
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radiomorfométricos, publicados en la literatura, basados en la medicion manual de
estructuras anatomicas y cuyos resultados, segun sus autores, se correlacionan con los
de las técnicas antes citadas'®*****1* Uno de los mas simples es el indice Cortical
Mandibular (ICM)®.

Este indice, mide la apariencia del borde inferior de la cortical mandibular distal al

foramen mentoniano. ( Fig. 1):

Figura 1. Trazado para obtener el indice cortical mandibular. a. Linea tangencial al
borde inferior de la mandibula, b Linea paralela a la anterior, la cual contacto el borde
superior de la cortical mandibular, c. Linea vertical que desciende paralela al borde

inferior del agujero mentoniano e intercepta perpendicularmente las anteriores

Otros investigadores han medido en radiografias panoramicas, el grosor del borde
cortical inferior del cuerpo de la mandibula en diferentes regiones (cortes del

20,21 |22 | 10

menton“~“", antegonial““y gonia

Algunos investigadores han sugerido que el ICM de las radiografias panordmicas
originalmente usado por Klemetti y cols. en 1994, puede estar asociado a la
DMO'?%3 |a calidad de la cortical mandibular 6sea ® y la DMO del esqueleto de
manera generalizada.

Bollen y cols. % y Persson y cols. 2’. demostraron que el ICM puede ser usado para
predecir con mayor precision el incremento en las fracturas producidas por la

osteoporosis. Taguchi y cols. # recientemente han demostrado que el ICM sirve
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también para identificar a las mujeres que pueden presentar un riesgo de padecer
ateroesclerosis 0 osteoporosis y/o ambas entidades. Estos hechos implican y
comprometen al dentista por su capacidad de visualizacion y diagndstico de
identificar personas asintométicas con osteoporosis, ateroesclerosis o ambas,
atendidos en las consultas dentales.

Estudios en Finlandia®®, Japon, " 2% Estados Unidos®" ?® Polonia®* y el Reino
Unido® ** ofrecen diferentes opiniones sobre la utilidad de las mediciones de la
cortical mandibular inferior en las radiografias panordmicas, para identificar la
disminucion esqueletal de DMO en las mujeres.

Un estudio reciente de caso-control en los Estados Unidos sugiere que la cortical
mandibular inferior en las Rx panordmicas es mas delgadas en sujetos con fracturas
osteopordticas en comparacién con pacientes controles®®. Devlin y Horner
determinaron que un grosor de la anchura cortical mandibular de 3 mm, representa el

limite més apropiado compatible con una densitometria 6sea normal en la mujer®.

Lee y cols. sugieren que la medicién cuidadosa en la anchura cortical mandibular en
la ortopantomografias, pueden contribuir de manera eficaz en la identificacion de las

mujeres postmenopausicas con bajo nivel esquelético de densidad mineral dsea® .

Bras y cols.’? introdujeron la medida del grosor de la cortical mandibular a nivel del
angulo de la mandibula, pero esta localizacion proporciona una imagen radioldgica
poco fiable en este tipo de estudios por la frecuente superposicion de zonas aéreas, asi
como por una posible magnificacion horizontal en la radiografia panoramica,
siguiendo los criterios de la radiografia panordmica rotacional.

Yang y cols.* usaron como medida el ancho de la cortical mandibular en la regién
comprendida entre premolares y molares. Una medicion (til porque esta zona esta
menos influenciada por la superposicion de estructuras, por la magnificacion vertical
o por errores del operador, ademas la altura de la cortical mandibular en esta zona es
muy estable. El problema se ocasiona en los pacientes edéntulos donde perdemos la
referencia para la medicion.

Benson y cols.*? proponen, el indice panoramico mandibular, usando el foramen
mentoniano como referencia, cuya localizacion anatomica es relativamente fija.
Consiste en el cociente entre dos medidas, ancho cortical mandibular y distancia mas

corta perpendicular entre el margen inferior del foramen y el borde inferior de la
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| PMI (superior margin) = 2

e

ety _ (A
$5I=°" PMI == s MCI

Figura 2.
A: Método de Benson y cols. 1991.

B: Clasificacion del ICM segun Klemetti:

C1: el margen endostial de la cortical es regular y puntiagudo en ambas partes.

C2: el margen endostial muestra defectos semilunares (reabsorcion lagunar) y se
asemeja de formar residuos corticales endostiales (una a tres capas) en uno o ambas
partes

C3: las capas de cortical forman residuos endostiales abundantes y es muy porosa.

Dicha clasificacion ha sido empleada en diferentes estudios **°.

Taguchi y cols.” introducen la medicién del ancho cortical mandibular trazando una
vertical al centro del foramen, que cortase ambas corticales. Dichos resultados se
correlacionan con los valores de masa 6sea corporal obtenidos mediante tomografia
computarizada cuantitativa, prueba considerada como gold standard en este tipo de

determinaciones®.

10
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Figura 3. Método de Taguchi y cols. 1995
2.3 RADIOLOGIA DIGITAL.

El uso de la tecnologia digital de anélisis de imagen, aplicada tanto a la radiologia
como a iméagenes clinicas, es una realidad cada vez mas frecuente en odontologia,
nuestro grupo viene empleando dicha técnica en la valoraciéon clinica de los
agrandamientos gingivales secundarios a farmacos y en la cuantificacion del epitelio

en lesiones orales a partir de cortes histolégicos %’

2.3.1. CARACTERISTICAS RADIOLOGIA DIGITAL.

Las caracteristicas- ventajas de la radiologia digital, quedan expuestas a continuacién:

- Permite la visualizacion de radiografias sin usar productos quimicos.

- Una reduccion de la radiacion como minimo a la mitad. Es beneficioso para el
paciente, beneficia a la imagen de la clinica.

- Simplifica el almacenamiento de las radiografias. Menor probabilidad de pérdidas,
archivado incorrecto o destruccion.

- Se pueden realizar copias de seguridad y almacenarlas en lugar seguro.

- Tienen valor como prueba en caso de pleito, ya que la fecha y hora a la que han
sido tomadas queda impresa automaticamente y no se puede cambiar.

- No se deterioran con el paso del tiempo.

- Interpretacion y uso de las imagenes asistido por ordenador: Se puede corregir el

11
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desenfoque producido por la vibracion del filamento dentro del tubo RX. Se pueden
corregir las infra-sub exposiciones.

- Permite mediciones mas faciles y precisas.

- Facilita la distribucion de las imégenes. Las imagenes se pueden imprimir o
adjuntar en documentos de texto. Se pueden enviar a otros profesionales para consulta
usando correo electrdnico.

- Se integra en la clinica informatizada del futuro.

En definitiva la radiologia digital oral, reduce costos minimizando la necesidad de
repeticiones y de espacio de archivo, al eliminar préacticamente pelicula y productos
quimicos. Mejorar la productividad del servicio al minimizar la gestion manual de
placas, lo cual implica muchas horas de trabajo, acelerar la disponibilidad de
iméagenes y mejorar la calidad de la imagen. Brindar una excelente eficiencia respecto
de la dosis de radiacién y aumenta la seguridad en la proteccion de datos. Como
inconvenientes, requiere una inversion inicial, requiere aprendizaje de nuevas

tecnologias, los sensores son de mayor rigidez que la placa radiogréafica tradicional.

La utilizacion de programas informéticos de andlisis de imagen, ha permitido a los
investigadores obtener valoraciones densitométricas del hueso alveolar, basal,
periimplantario y descubrimiento de caries, mediante la cuantificacion de la

mineralizacion de la masa 6sea ¢

Los métodos basados en dicha tecnologia evitan el revelado, facilitan el almacenaje,
mejoran el diagnéstico y la educacion del paciente, y quizds la ventaja mas
importante, reducen en un 90% la radiacion que recibe el mismo, posibilitando la
realizacion de estudios longitudinales. Entre las funciones que nos permiten realizar
estos software de radiologia digital, esta la medicidén de densidades dpticas 0Oseas,
basado en la medicion precisa de la escala de grises (entre 0 y 255 tonos de gris). Los
resultados de la medicion la pueden presentar de tres formas, como informacion
estadistica numérica, como un histograma que muestra la distribucion de la densidad
y como un perfil de la misma. (Digora®, Dent-a-View®, Trophy-Window®)

Consideramos dicha técnica un método util, econdmica, automatica y no invasiva que
permite conocer de una manera muy sencilla la densidad 6sea Optica mandibular y
solventa los problemas que plantean las técnicas radiométricas en un doble sentido,

por un lado la precisién, Benson®y Taguchi® sobre radiografias analégicas emplean

12
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diversos artilugios manuales como reglas milimétricas, lupas o calibradores para
obtener sus medidas, nosotros, sobre radiografias después de ser digitalizadas (menor
magnificacion),obtenemos de manera automatica el resultado densitométrico basado
en la escala de grises, en segundo lugar, la rapidez - sencillez, una vez capturada la
imagen por el programa informatico, el resultado se obtiene en segundos o décimas de

segundos.

2.4 ENFERMEDAD PERIODONTAL.

La periodontitis cronica, representa la mayor causa de pérdida dentaria, por delante de

la caries, después de los 40 afios .

Es una infeccion cronica por bacterias especificas capaces de producir una
reabsorcion del tejido de soporte dseo que rodea a los dientes a través de un proceso

inflamatorio complejo **“°.

Ademas, factores de riesgo genético y ambiental son necesarios para hacer al
individuo susceptible de desarrollar la enfermedad®.

La pérdida progresiva de insercion clinica, de hueso alveolar y tejido conectivo, con
formacion de una bolsa periodontal hasta la caida del diente, es en definitiva la
consecuencia de la periodontitis**. Estudios epidemiolégicos transversales indican que
aproximadamente el 10-15% de la poblacién adulta sufre una "periodontitis
avanzada" mientras que el 80% tiene una "periodontitis moderada” y el 10% de la

poblacién es periodontalmente sana* .

Aunque se haya documentado el decisivo papel de la placa bacteriana en la iniciacion
y en el mantenimiento de la gingivitis, estudios de asociacion demostraron la estrecha
relacion entre la presencia de la placa bacteriana y el desarrollo de la periodontitis,
hay un mayor nimero de microorganismos patégenos que pueden aislarse en las
lesiones periodontales en comparacion con aquellos aislados en las localizaciones

sanas “>“8,

Los efectos dafinos sobre los tejidos y la gravedad de estos efectos estan regulados
por una compleja interaccién entre el parasito y huésped. Las enfermedades

periodontales engloban a dos grupos de patologias bien diferenciadas, las gingivitis y
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las periodontitis. En estas patologias existe una estrecha relacion topogréfica entre
depdsitos bacterianos existentes sobre la superficie radicular y un infiltrado de células
inflamatorias en los tejidos periodontales. *® La diferencia entre ambos grupos de
patologias estd en la destruccion de la insercion periodontal que ocurre en la
periodontitis, y como consecuencia se puede llegar a producir la pérdida del diente.
De hecho, las periodontitis son la principal causa de pérdida dentaria en pacientes

mayores de 35- 40 afios *°.
2.4.1. CLASIFICACION DE LAS PERIODONTITIS.

Las periodontitis no son una entidad Unica y homogénea, sino que son una familia de
enfermedades estrechamente relacionadas en las que puede variar la etiologia, la
historia natural y la respuesta al tratamiento®.

Los ultimos anos se ha estado utilizando la clasificacion consensuada en el “World
Workshop in Clinical Periodontics” de 1989 y el “Workshop Europeo en

0. 31 clasificaciones, como la existencia de demasiadas categorias,

Periodoncia” .
ausencia de un componente gingival, énfasis inapropiado en la edad de inicio y tasa
de progresion y, por Gltimo, en unos criterios de clasificacion no demasiado claros*.

Tras varios cambios, la actual clasificacion data de 1999 .

La idea fundamental de esta clasificacion, diferenciandose de las anteriores, es que se
elimina cualquier dato concerniente a la edad y a la progresién de la enfermedad. A
todos los casos en los que no existe una destruccion agresiva de los tejidos
periodontales, independientemente de la edad, se les agrupa simplemente como
“Periodontitis crénica”, complementando el nombre con “generalizada” o
“localizada” en funcion de la extension de la afectacion. Por otro lado, las formas de
enfermedad periodontal claramente destructivas pasan a denominarse ‘“Periodontitis
agresivas”, subclasificdndose a su vez en ‘“generalizada” o “localizada”. De esta
manera, en este Ultimo apartado, se incluyen la mayoria de los casos de lo que antes se
conocia como periodontitis prepuberal y juvenil, excepto aquellas agrupadas a
periodontitis asociadas a enfermedades sistémicas. Existen algunos casos de la
antigua periodontitis del adulto que, debido a su elevada tasa de destruccion, se

incluyen también en este grupo **.
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Las clasificaciones iran evolucionando y cambiando a medida que conozcamos mas
sobre las infecciones periodontales. Por ejemplo, la designacion de periodontitis
cronica puede estar abarcando multitud de infecciones polimicrobianas y

poligenéticas que se iran descifrando en los préximos afios 2.

2.4.2. EPIDEMIOLOGIA.

En Estados Unidos, la prevalencia de periodontitis cronica (definida como tener uno o
maés dientes con pérdida de insercion y sondaje >3 mm), entre personas mayores de 30
afios y con mas de 6 dientes, es de aproximadamente un 35%, incluyendo un 3,1%
que padece periodontitis avanzada, el 9,5% periodontitis moderada y un 21,8%

|.53

periodontitis inicial.>® La prevalencia de periodontitis avanzada en europeos es baja™*.

La proporcién de europeos entre 35-44 afios con bolsas iniciales (3,5-5,5 mm)
oscilaba entre 13-54%; en Europa del Este, la media era de 45% y para la Europa
Occidental era del 36%. La proporcion de adultos con bolsas profundas (>5,5 mm) es
menor del 10% en Europa Occidental y entre un 30-40% en algunos paises de la

Europa del Este®.

De acuerdo con los datos de la ultima encuesta de Salud Oral en Espafia (2005)
utilizando el indice Periodontal Comunitario, la prevalencia de procesos periodontales
presenta significacion estadistica para la variable sexo en el grupo de 35-44 afos
(mejor estado periodontal en sexo femenino, p<0.05). En términos generales, salvo
alguna excepcion, ni el nivel social, ni el tipo geogréfico, ni el pais de nacimiento
intervienen en la prevalencia de procesos periodontales en ninguna de las cohortes
etareas estudiadas. En relacién al nimero de sextantes afectados, en los grupos de 35-
44 afios y en el de 65-74 afos, se observa una mayor afectacion promedio de sextantes
en los varones con respecto a las mujeres (p<0.05) y una relacién clara con el nivel
social (medias mayores de sextantes con patologia periodontal en niveles sociales
bajos). Ello tiene una gran repercusion en términos de salud publica ya que por una
parte se trata de un proceso muy prevalente (aunque en estadios iniciales, que es
imprescindible interceptar a tiempo). Vuelve a reafirmarse que tan s6lo una minima
parte de la poblacion desarrolla formas méas severas de procesos periodontales cuya

prevalencia podemos situar entre el 4-11% en la actualidad®.
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2.4.3. ETIOPATOGENIA.

Un grupo de bacterias Gram-negativas, anaerobias o microaerofilicas, organizadas en
un biofilm, son el factor etiologico de las periodontitis, son las causantes del inicio y
perpetuacion de la infeccion. Pero otros factores del hospedador, la herencia, el tabaco
y otros factores de riesgo pueden determinar si la enfermedad ocurre, o la severidad
de la misma, por encima de las bacterias. La periodontitis requiere la presencia de
bacterias especificas para su desarrollo y progresion, Ademas los factores genéticos
juegan un papel determinante en la respuesta del huésped y relatan una variacion
significante en la severidad clinica *°de hecho, menos del 20% de la variabilidad en la
expresion de las periodontitis puede ser explicado por los niveles de bacterias
especificas.**®" Por todo esto, se dice que las periodontitis son enfermedades multi-
factoriales y/o probabilisticas, ya que el inicio, la manifestacion y progresion de la

infeccion va a estar influenciada por diferentes factores®.

Resumiendo lo anterior, el concepto actual de la etiologia multifactorial de las
enfermedades periodontales establece que éstas son producidas por una interaccion de
un agente microbiano Unico o multiple considerado como el factor etioldgico primario
necesario pero no suficiente, un huésped mas o menos susceptible y unos factores

ambientales que influyen sobre ambos.*

Tanto la respuesta inflamatoria, inmune y la destruccién tisular estan influenciadas
por factores de riesgo genéticos, medioambientales y adquiridos®. En la figura 4,
puede observarse el mecanismo patogénico de la periodontitis conocido hasta la fecha

y desencadenado por las bacterias periodontopatogenas.

16



Masa y densidad 6sea en ortopantomografias de pacientes \F
periodontales. Valoracion del polimorfismo genético del receptor L “\)\
de vitamina D. Introduccion &

Lamina

propria

T cell response

74 IL-23 / modulationCD1a+

/ IL-12 ¢TLR CD83+

P pce V. TR
: CD83+ @ = Phagocyte LPSD14+

.CD4+ i \ ® x Maé’urlngbc-
DC-:S.I.N_G"‘. = LBF’.
; U
N : N TLRs
€ |1 -13 !Si CD1

APC/ g cpss+

Gingival

INF Activate activation
a
p - Jressive macrophaL
@ lesion >
® % Tcell Teell Reriodontopathogen
. ’.
| Piasma cells _1 cD4+ A |FNy S bacterias
Tcell - / Po
CD38+ ) - ocker
(T 1P Fibroblast MMP-1 T gy "
) . TNFa epithelium
regulatory —% IL-10 notolerance — MMP-3 _gpag -
TGFB
response

Figura 4. Mecanismo patogeénico de la periodontitis. Tomado de Mesa y cols. Current
immunology reviews 2011; 7: 83-91.

2.4.3.1. BACTERIAS SUBGINGIVALES.

Durante la década de 1970 y 1980, se hicieron grandes esfuerzos por clarificar la
naturaleza infecciosa de las periodontitis determinando que el factor etiologico de
las periodontitis es un grupo de bacterias, predominantemente Gram-negativas,
anaerodbicas o microaerofilicas que colonizan el area subgingival; en la década de
1990, se ha concluido que, aunque las bacterias son esenciales, no son suficientes

para que se pueda desarrollar la enfermedad .

En 1996, en el Taller Mundial sobre Periodontitis (“World Workshop”), se
concluy6é que la mayoria de las periodontitis estaban asociadas a tres bacterias:

Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythensis (anteriormente denominado
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Bacteroides forsythus) y Aggregatibacter actinomycetemcomitans (antes

Actinobacillus actinomycetemcomitans) ®*.

Recientemente, distintos virus como citomegalovirus, virus Epstein-Barr,
papilomavirus y virus del herpes simple, se han estudiado por su posible
asociacion con el desarrollo de las periodontitis, y probablemente participen

modificando la respuesta del hospedador a la microbiota subgingival. 8%

En el apartado de patégenos periodontales y receptores tipo Toll de esta memoria,

describimos nuevos conocimientos de estos agentes etioldgicos.

2.4.4 TEJIDOS PERIODONTALES Y SISTEMA INMUNITARIO.
2.4.4.1. RESPUESTA INMUNE EN LA PERIODONTITIS.

El sistema inmune de la mucosa gingival debe de reconocer y eliminar patégenos
mientras que tolera comensales. Esta capacidad para discriminar es sin duda la
propiedad méas importante del sistema inmune y esencial para mantener la

homeostasis .

La poblacion linfocitaria y mielomonocitica del tejido gingival constituyen la
primera linea de defensa frente a la flora de la cavidad oral ®'.

La inmunidad de las mucosas se caracteriza por la presencia de subpoblaciones
de linfocitos By T maduros en el epitelio gingival, la produccién de IgA secretora
salivar, las células dendriticas presentadoras de antigenos (células de Langerhans)
entre los queratinocitos y en el corién submucoso, pequefias cantidades de
macrofagos a nivel del conectivo subgingival, asi como polimorfonucleares

neutréfilos en fase de exocitosis hacia el surco gingival®.
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Figura 5. Biopsias gingivales de A) paciente sin periodontitis mostrando escaso
infiltrado inflamatorio crénico y B) paciente con periodontitis cronica del adulto
mostrando un intenso infiltrado inflamatorio en la mayor parte de la lamina

propia.(hematoxilina-eosina x 4).

Casi todos los linfocitos periféricos se originan del timo y expresan el receptor off
de linfocitos T (TCRap), mientras que los independientes del timo, expresan el
receptor Yo (TCR vd). Lundqvist y cols. Demostraron la presencia de células
efectoras T constituidas por linfocitos en el tejido gingival que expresan receptor

TCR y3 y contienen granulos citotoxicos®’.

El epitelio de union, por su especial estructura y por la colaboracion entre sus

células, constituye un potente sistema de control microbiano®.

Se ha comparado al epitelio de union con el de las criptas de la amigdala,
actuando como un epitelio reticular de reconocimiento inmunitario local .

El nimero de desmosomas y uniones en hendidura que unen las células del
epitelio de unién son escasos, y los espacios intercelulares son amplios, lo que
facilita el transito del infiltrado leucocitario y la difusion de antigenos desde el
surco gingival hacia la lamina propia.

La lamina propia gingival estd muy vascularizada, la acumulacion y la migracion

de leucocitos a la misma estan determinados por la expresion de moléculas de
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adhesion (integrinas y moléculas de la superfamilia de las inmunoglobulinas) asi,
los queratinocitos del epitelio gingival, y las células del epitelio de union expresan
de forma constitutiva CD54 (molécula 1 de adhesion intercelular [ICAM-1])
mientras que los endotelios capilares de la lamina propia, expresan ademas CD62
(molécula 1 de adhesion de células endoteliales [ELAM-1])" .

Los capilares que expresan CD54 y CD62 se encuentran vinculados

topogréficamente con el infiltrado inflamatorio?.

Se considera que la expresion gradual de CD54 dentro del epitelio de union, es

una importante via de sefializacién para los neutréfilos hacia el surco gingival”™,

En la encia sana, alrededor de 30.000 neutr6filos por minuto, migran desde los
vasos en la lamina propia a través del epitelio de unién hacia el surco gingival.”

Alteraciones genéticas en las moléculas de adhesion en neutrofilos, en particular
de CD18 (beta integrina), dan lugar a una deficiencia en la adhesion de los
leucocitos (deficiencia tipo 1 y 2), que estan relacionadas con formas de

periodontitis agresiva’®.

La respuesta de inmunoglobulinas en el tejido periodontal incluye la accion de la
IgA a nivel superficial de las mucosas y los niveles de 1gG sistémica. Una
respuesta humoral adecuada de inmunoglobulinas sintetizadas por los linfocitos B,
es protectora frente a las bacterias. Las altas concentraciones de 1gG2 en suero en
1"y al

contrario, bajas concentraciones de anticuerpos frente a proteinas y polisacaridos

la periodontitis agresiva son Utiles para localizar la destruccion periodonta

bacterianos de Tannerella forsythensis, P. gingivalis y Staphylococus aureus,

podria estar relacionada con el fracaso precoz de los implantes dentales’®.

Las células dendriticas (DC) regulan la inmunidad/tolerancia en respuesta a las
bacterias orales. Las DC se distinguen por marcadores especificos, localizaciones
anatomicas Yy distintas aunque superpuestas funciones. Las DC maduras (CD1a,
CD83 HLA-Dr positivos) detectan, captan y presentan los antigenos que infiltran
las mucosas activando el sistema inmunitario adaptativo. Los principales estudios
de células de Langerhans / CD inmaduras en la mucosa oral/encia humana estan

resumidos por Cutler and Jotwani®.

20



Masa y densidad 6sea en ortopantomografias de pacientes « \r{ =
periodontales. Valoracion del polimorfismo genético del receptor BN

de vitamina D. Introduccion ‘w\/

Se han detectado DC precursoras en sangre (Myeloid, DC1 and Plasmocytoid,
DC2) y dos tipos de DC en tejidos periféricos (piel y mucosas), las células de
Langerhans en epidermis y epitelio mucoso y las células dendriticas intersticiales
en la dermis y en l[&mina propia. Funcionalmente, los precursores de los monocitos
las células dendriticas mieloides tienden a favorecer una respuesta de tipo Thl, y
por lo tanto fueron llamados "DC1". Sin embargo DC1 puede polarizar las
respuestas efectoras hacia Thl o Th2, dependiendo del tipo de endotoxina o
lipopolisacarido estimulante. Los precursores de las células dendriticas
plasmacitoides tienden a favorecer una respuesta Th2, y por lo tanto fueron
Ilamados "DC2. DC2, se activa en presencia de IL-3 y el ligando de CD40,
madurando en las células dendriticas-2, que se caracterizan por presentar altos
niveles de expresion de los principales productos del complejo de
histocompatibilidad y de moléculas co-estimulantes, y una tendencia a inducir
respuestas Th2 efectoras. En el caso de las células dendriticas mieloides, su
capacidad para suprimir la respuesta inmune, depende en gran medida del resto de
celulas inmaduras. Los aumentos en los niveles circulantes de las ceélulas
mieloides maduros dendriticas, se ha propuesto como medida para romper la
tolerancia a la flora comensales. En contraste con las células dendriticas
mieloides, células dendriticas plasmocitoides, cuando maduran bajo ciertas

condiciones, pueden conducir a diferenciacion de las células T-reguladoras’®.

Sefiales moleculares regulan el trafico de células dendriticas a nivel de las
mucosas, la expresion de citocinas denominadas proteinas inflamatorias de
macrofagos 3o (MIP-3a) y 3 (MIP3p) y sus respectivos receptores CCR-6 y
CCR-7, intervienen en la interiorizacion de células dendriticas hacia los tejidos y

la salida hacia regiones ricas en linfocitos T de los ganglios linfaticos®*®.

Las DC maduras expresan in vitro, concentraciones elevadas del receptor CCR-7
y bajas de CCR-6 (21). Estudios recientes en humanos demuestran que CCR-6 y
MIP-3B se expresan en los tejidos periodontales inflamados y pueden tener un
papel regulador importante en la migracion especifica de linfocitos y DC. Un fallo
en la maduracion de las DC puede ocasionar una inmunosupresion o tolerancia

inmunitaria, en este sentido, el lipopolisacarido (LPS) de P. gingivalis favorece
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una inmunosupresion al inducir una escasa maduracién dendritica y una respuesta

de tipo Th2 tanto in vitro® , como in vivo®,

Uno de los principales precursores de las células de Langerhans son los monocitos
que acuden hacia las localizaciones infectadas reclutados por quimiocinas como la
quimiocina regulada y activada por el timo (TARC) y la quimiocina derivada de
macrofagos (MDC) secretadas por linfocitos T y DC. Las DC inmaduras que son
activadas localmente por los patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP)
p.e. LPS, secretan a su vez quimiocinas que atraen a otras células inflamatorias
como, linfocitos T activos, células NK, y mas células dendriticas.

Células dendriticas dérmicas contribuyen al pool de reserva de células CD83 +
(células dendriticas maduras) en la ld&mina propia de pacientes con periodontitis

84,85

cronicas del adulto y, ademas, estas células maduras CD83 + dendriticas

forman complejos inmunes CD4 + células T en los focos orales linfoide®.

Dependiendo de su localizaciéon y estado de diferenciacién en los tejidos, las
células dendriticas, las células de Langerhans y los macréfagos estan
especializados para capturar microorganismos especificos por la expresion de

grupos distintos de receptores de lectina tipo C (CLR)®#'.

Los receptores de lectina tipo C consisten en receptores transmembrana tipo 1y II.
Receptores de lectina tipo C funcionan principalmente para interactuar con los
hidratos de carbono de un amplio grupo de microorganismos, e internalizar estos
patdgenos para el procesamiento y presentacion de antigeno. En consecuencia, los
receptores de lectina tipo C, contienen dominios de reconocimiento por la unién a
azucares (por ejemplo, la manosa, fucosa, galactosa, y B-glucanos) y las proteinas
glicosiladas.

Se ha afirmado que los organismos patdgenos que interactdan con receptores CLR
tipo DC-SIGN, originan infecciones cronicas que duran toda la vida, la elevada
expresion de este tipo de receptores observada en la lamina propia gingival en la

periodontitis cronica, depende de citocinas de tipo Th2 como la IL-1088.

El LPS de P. gingivalis induce la liberacién de IL-10 en las DC dendriticas y
favorece una respuesta efectora de tipo Th2 in vivo™,
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En la actualidad, sigue sin estar aclarado completamente el papel de los receptores
CLR en la captacion de antigenos de microorganismo orales.

El paradigma Th1/Th2 ha ofrecido un marco conceptual productivo para la
investigacion de la patogenesis de la periodontitis. Sin embargo, como en muchas
otras enfermedades inflamatorias, el papel de las células T en la periodontitis no
facilmente se ajustan a este modelo. Una nueva subpoblacion de células CD4 +
células T fue descubierto recientemente, denominado "Th17", y basado en la
secrecion de la citoquina proinflamatoria IL -17. Este hecho, explica muchas de
las discrepancias en el modelo clasico Th1/Th2, y ha sido la identificacion de
células Th17 lo que obliga a un nuevo examen de la periodontitis en el nuevo

contexto®.

Th17 es activado por diferentes citocinas y factores de transcripcion (IL-6, 1L.21,
IL23, TGFRB, STAT-3, RORa y RORyt), e inhibido por otros (IL-4, IFN, IL-2,
IL27, 1L-10, STAT-5 y Foxp3)90 .IL-1 estimula la diferenciacién de Th17,

citoquina muy elevada en la inflamacién periodontal®.
2.4.4.2. PATOGENOS PERIODONTALES Y RECEPTORES TIPO TOLL.

Desde la década de los 90, se ha relacionado el biofilm subgingival, que contiene
complejos integrados por Porphyiromona gingivalis, Fusobacterium nucleatum,
Tannerella forsytensis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans y Treponema
denticola, con la profundidad de sondaje y el sangrado a la exploracién en las

periodontitis®.

Esta relacion se ha considerado de causa-efecto, sin embargo, los agentes
patdbgenos que inician la periodontitis han recibido el nombre de

periodontopatégenos basandose en un abordaje de “ponderacion de la evidencia”
92

Es decir, que todas las investigaciones que relacionan P. gingivalis con bolsas
periodontales profundas y pérdida de insercion, son transversales y no se ha
publicado ningun estudio longitudinal que demuestre que el sobrecrecimiento del
agente patdgeno precede a la lesién periodontal, por lo que una explicacion
derivada de un estudio transversal, en el caso que nos ocupa, puede ser que el

aumento de P. gingivalis en la periodontitis sea debido a la existencia de bolsas
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periodontales (el aumento del patégeno es el efecto y no la causa de la lesién)® .
Esta nueva hipotesis sugiere que serian los colonizadores primarios del biofilm,
los que iniciarian la inflamacion, y una vez establecida la lesion, apareceria la
microflora considerada periodontopatdgena hasta ahora. Por lo tanto, dos
conclusiones de esta nueva teoria derivada de las investigaciones sobre la
resolucion de la inflamacion en la periodontitis del grupo de Van Dyke, serian que
la inflamacidn determina la composicién de la microflora y no al contrario, y que

estarfa indicado hacer una reevaluacion de los agentes patégenos periodontales®.

En el tejido periodontal sano se encuentran pequefias cantidades supragingivales
de aerobios gram positivos y anaerobios facultativos, como especies de
Streptococcus y Actinomyces™. El mayor acumulé de placa bacteriana conduce a
una gingivitis con infiltrados de linfocitos T como células predominantes, en las
periodontitis se observan infiltrados celulares constituidos por linfocitos T,
linfocitos B, células plasmaticas y macrdfagos junto con concentraciones elevadas
de IL-1B, TNF-a, PGE2, IFN-y en los tejidos gingivales y el fluido crevicular,
mientras que en los biofilms subgingivales predominan los anaerobios gram

negativos antes mencionados®*°.

La respuesta inmunitaria se vale de una familia de receptores denominados tipo
Toll (TLR) para el reconocimiento de patrones moleculares asociados a patégenos
(PAMP) como LPS, peptidoglucanos, lipoproteinas, ADN bacteriano y ARN
bicatenario. Los TLR tras la interaccion con los PAMP, transmiten informacion
por medio de vias de sefializacién intracelular que activan la transcripcion de
citocinas proinflamatorias en polimorfonucleares neutrofilos,
monocitos/macréfagos 'y DC como respuesta inmunitarias  innatas
predominantemente, aunque dicha respuesta es también crucial para el desarrollo
y adecuada respuesta del sistema inmunitario adaptativo. En la figura 6 puede
observarse los distintos ligandos de TLR derivados de los microorganismos de la
placa bacteriana periodontal y las rutas de sefializacion intracelular que utilizan.

Hasta la fecha se han descrito 10 TLR en humanos®.
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Figura 6. Representacion esquematica de los receptors toll-like humanos y las
vias de sefializacion TLR: toll-like receptor. Tomado de Mesa y cols. Current

immunology reviews 2011; 7: 83-91.

Los TLR en las células innatas estan codificados genéticamente mientras que los

receptores de antigenos en los linfocitos T y B, se generan somaticamente””.

Los neutrofilos, como primeras células inmunitarias que migran por quimiotaxis
hacia el sitio de la infeccién, son las que mayor nimero de receptores TLR
expresan, todos excepto TLR-398. Aparte de las células inmunitarias del tejido
periodontal, antes descritas, todas las celulas del periodonto, expresan receptores
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TLR. TLR-2 es con mucho el més expresado por los constituyentes celulares del
periodonto, sobretodo en células del epitelio gingival (méas en la capa espinosa que
en la basal) y en fibroblastos gingivales y del ligamento periodontal **'® dicha
sefializacion por su ligando, LPS y fimbrias de P. gingivalis entre otros, conduce
a la sintesis de IL-8 por las células del epitelio gingival cuyo mecanismo no esta

aln aclarado®.

Se ha puesto de manifiesto la implicacion virica en el desarrollo de la
periodontitis. Diferentes evidencias demuestran que herpes virus, en especial
citomegalovirus humano (HCMV) y el virus de Epstein-Barr (EBV) estan ligados
a la gravedad de la periodontitis, como la deteccién de ADN virico en el tejido

gingival'®.

102, 103

La mayor proporcion de ADN virico en periodontitis que en tejidos sanos y

la deteccion de una replicacion activa de HCMV en el tejido periodontal'%.

Contrariamente, un reciente estudio, de una amplia serie de pacientes de raza
caucasica con diferentes formas de periodontitis (periodontitis agresiva localizada
(PAL), periodontitis agresiva generalizada (PAG), periodontitis cronica) y
pacientes sanos, cuyo objetivo fue detectar por PCR, ADN de HCMV, EBV, del
virus varicela zoster (VZV), y herpes simple (HSV), no demostr6 ADN de
HCMV, VZV, HSV en ninguna muestra de placa subgingival y el ADN de EBV
fue detectado en un 25% de las PAL, en 3% de PAG vy en el 10% de pacientes
sanos. Segun los autores, estos resultados desafian la alta prevalencia de herpes
virus en muestras subgingivales en estudios previos y cuestionan el papel de estos

patdgenos en la periodontitis'®.

Ciertos componentes viricos, como las proteinas de la envoltura, el ADN, el ARN
gendémico o el ARN bicatenario producido en las células infectadas del
hospedador, son reconocidos por TLR 2, 3 y 9 comenzando la respuesta

inmunitaria innata antivirical®-°8,

La existencia de la expresion de ARNm de TLR-2, TLR-3 y TLR-9 en las células
epiteliales gingivales y fibroblastos de encia humana pueden sugerir un papel

activo del tejido periodontal también en las respuestas antiviricas.
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2.4.4.3. OSTEOIMNUMOLOGIA DE LOS TEJIDOS PERIODONTALES.

Los diferentes componentes del periodonto participan de manera activa en los
fendmenos de la respuesta inmunitaria que se desencadena en la enfermedad
periodontal. Los osteoblastos regulan la reabsorcion 6sea merced a la activacion y

reclutamiento de osteoclastos maduros'®.

La confirmacién de esta teoria tuvo lugar con el descubrimiento del ligando del

receptor activador del factor nuclear kappa p (RANKL) %0

anzuelo, la osteoprotegerina (OPG) ***.

y su receptor

RANKL es una proteina anclada en la membrana de los osteoblastos, pero
también es expresada por los linfocitos T. La alteracion del gen en ratones
produce anomalias en el desarrollo de los ganglios linfaticos y la maduracién de
linfocitos T, lo que sugiere que RANKL es también una molécula importante en la

respuesta inmune**2,

En la reabsorcion 6sea de causa inflamatoria, los linfocitos T activados podrian
participar a traves de la produccion excesiva de RANKL soluble, ya que la forma

anclada es muy limitada en estas células™™.

Teng y cols. demostraron por primera vez la expresion de RANKL en los
linfocitos T de pacientes con periodontitis agresiva infectados con A.

actinomycetemcomitans™.

Takayanagi y cols. informaron que la formacion de osteoclastos mediada por los
linfocitos T se produce a través de la sefializacion cruzada entre RANKL e
interferon gamma (INFy). La produccion de INFy por los linfocitos T suprime la
osteoclastogénesis, al interferir con la via de sefializacion RANKL-RANK. INFy
induce la rapida degradacion de la proteina adaptadora de RANK, TRAF6 (factor
6 asociado al receptor del factor de necrosis tumoral) que da lugar a una fuerte
inhibicidn del factor de transcripcion del NK-kB y de la cinasa N-terminal de c-
Jun.tt

En las lesiones de periodontitis, los linfocitos T y B, macrdéfagos y neutrofilos,
colonizan el tejido conjuntivo subepitelial e interactdan con células del estroma

(osteoblastos, fibroblastos del conectivo gingival y fibroblastos del ligamento
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periodontal). Los macrofagos y los linfocitos T producen mediadores
inflamatorios como IL-1, IL-6, TNF-a y PGE2 que pueden inducir la reabsorcion
Osea indirectamente estimulando a los osteoblastos a producir RANKL o bien, los
linfocitos T del infiltrado, favorecerian la diferenciacion a osteoclastos mediante

la produccién directa de RANKL™M®.

La expresion de ARNm de RANKL en los tejidos con periodontitis ha sido
claramente demostrada por diferentes autores utilizando diversas metodologias.
Empleando la reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcién inversa (RT-
PCR) Nagasawa Y su grupo, demostraron gue en lugares con bolsas periodontales

més profundas, la expresion de RANKL era significativamente mayor’.

Liu y cols. sefialaron que la concentracion de ARNm de RANKL determinado por
PCR semicuantitativa, fue mayor en los pacientes con periodontitis avanzada,
respecto a los pacientes con periodontitis moderada o sanos. Ademas demostraron
mediante hibridacion in situ que la localizacién de la expresion celular del ARNm

de RANKL, era en linfocitos y macréfagos principalmente®*®,

Crotti 'y cols. empleando técnicas inmunohistoquimicas, demostraron
concentraciones significativamente mayores de la proteina RANKL y una
reduccion significativa de OPG en el tejido con periodontitis. La proteina RANKL
se asocid con los linfocitos y los macréfagos mientras que la OPG con las células

endoteliales®®,

En liquido crevicular el cociente RANKL/OPG fue significativamente superior en

los pacientes con periodontitis respecto a los individuos sanos™?.

Estos resultados indicarian que los linfocitos en pacientes con periodontitis son
una de las principales células productoras de RANKL y responsables de su
incremento. Es dificil valorar la expresion de RANKL directamente en los
osteoblastos por la dificultad que entrafia su asilamiento. El estudio de la
expresion de RANKL y OPG en los fibroblastos gingivales y del ligamento
periodontal, ha encontrado una clara heterogeneidad. Los fibroblastos gingivales
estimulados por LPS producen OPG e inhiben la osteoclastogenesis derivada de
RANKL117. Los fibroblastos del ligamento periodontal estimulados por LPS de
A. actinomycetemcomitans produjeron RANKL y la expresion fue mediada por
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PGE2. '

Los fibroblastos gingivales sin estimulacion, producen mas OPG y menos
RANKL, que los fibroblastos del ligamento periodontal. IL-1 aument6 la
produccion de OPG en ambos tipos de fibroblastos, pero los gingivales produjeron

més que los periodontales’?.

Los fibroblastos gingivales podrian tener la capacidad de suprimir la
osteoclastogénesis inducida por mediadores inflamatorios como IL-1 y PGE2 y
componentes bacterianos principales como LPS, mientras que estos mediadores
provocarian una amplia reabsorcion dsea si actuan sobre los fibroblastos del
ligamento y los osteoblastos.

CDA40 es un antigeno de superficie que se expresa en los linfocitos B y su ligando
se expresa en los linfocitos T activados, la interaccion entre CD40 y su ligando es
necesaria para la proliferacion y modificacion del isotipo en los linfocitos B.
Brouty-Boye y cols. demostraron que los fibroblastos humanos de diferentes
tejidos expresan CD40 y producen un perfil de citocinas especifico, lo que implica

también a los fibroblastos en la respuesta inmunitaria'?*.

La expresion de CD40 fue mayor en los fibroblastos gingivales que en los del

ligamento periodontal***.

Dongari y cols. demostraron que los fibroblastos gingivales CD40 positivos
aumentan en el tejido gingival inflamado y que la sefializacion a través de CD40,
incrementa la produccion de citocinas pro-inflamatorias IL-6, IL-8, hablando de
una relacién directa entre la expresién de este receptor y la produccién de

citoquinas por los fibroblastos™®.

Wassernaar y cols. Sin embargo, demostraron que la activacion de fibroblastos
gingivales CD40 positivos, produce una disminucién de metaloproteinasas
(MMP) 1 y 3, mientras que la produccion de MMP-2 y el inhibidor tisular 1 de
MMP (TIMP-1) no se vio afectado *2°*%’.

Los fibroblastos gingivales juegan un papel importante en la destruccion tisular en
la periodontitis via produccion citoquinas MMP-1 y MMP-3, en las cuales, IL-17
juega un papel de llave reguladora. IL-17 se incrementa en la periodontitis y
regula estas citoquinas y metaloproteinasas de la matriz de los tejidos, tanto en las
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celulas migratorias como residentes. La inmunohistoquimica ha demostrado
elevados niveles de IL-1p, TNF-a, y IL-17 en la periodontitis. Estas citoquinas
inducen proMMP-1 y especialmente MMP-3 en fibroblastos gingivales. IL-17 fue
menos potente como inductor de MMP que IL-1p y TNF- a, pero estimulo la
produccion de IL-1B y TNF-a en macrofagos, e IL-6 y IL-8 en fibroblastos
gingivales. De acuerdo con estos hallazgos, la inmunohistoquimica demuestra que

MMP-1 y MMP-3 estan incrementadas en la periodontitis*?’.

Estas y otras implicaciones del sistema inmunitario, han sido revisadas y

publicadas por nuestro grupo, en un reciente articulo*?,

2.4.5. FACTORES AMBIENTALES ADQUIRIDOS.

La respuesta inmune del individuo puede verse modificada por factores ambientales o

adquiridos, como el consumo de tabaco o el estrés.

El tabaco, es el factor externo adquirido que mas se ha asociado con periodontitis y

especialmente, con periodontitis avanzada'®® .

Sus efectos son variados, ademas de modificar las caracteristicas clinicas, es capaz de
reducir la tension de oxigeno creando un ambiente favorable para la colonizacién y
crecimiento de bacterias Gram-negativas. También tiene efectos importantes sobre el
sistema inmune. El tabaco afecta la funcion leucocitaria, altera la quimiotaxis y

fagocitosis de los neutréfilos orales y periféricos™®! 1%

133,134

y reduce la produccion de

anticuerpos

Factores psicoemocionales como el estrés cronico pueden ocasionar una depresion de
la respuesta inmune frente a la infeccion periodontal a través de una aumento cronico

de corticoides sistémicos™* **°.

La gingivitis ulceronecrotizante fue la primera patologia relacionada con el estrés.
Pero hoy en dia, el significado etiologico del estrés no acaba de ser corroborado en las

periodontitis crénicas™>* 1*°,
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2.4.6. PREDISPOSICION GENETICA.

Los factores genéticos que modifican la respuesta del individuo frente a las agresiones
microbiologicas son los determinantes de la susceptibilidad a las periodontitis, afectan
a la tasa de progresion y determinan la severidad de la enfermedad™*®.

Kornman y cols. en 1997 ponen de manifiesto que existe una asociacion entre la
periodontitis y una variacion genética en el gen que codifica la IL-1 sugiriendo que el
30% de adultos con periodontitis tiene éste genotipo. De este modo, se apunta que la
variabilidad clinica que se observa en pacientes periodontales se basa en la influencia
de diferentes interleuquinas sobre la reabsorcién 6sea y la destruccion de tejido
conectivo. Aquellos pacientes positivos para la IL-1(IL-1a /IL1b ) presentarian de dos

a cuatro veces mas posibilidades de desarrollar periodontitis crénica del adulto®*” .

La evidencia sobre la susceptibilidad genética de las periodontitis proviene de las

siguientes tres fuentes:

La asociacion de periodontitis con rasgos especificos transmitidos genéticamente.
Existen enfermedades de transmision genética, como la Neutropenia o el sindrome de
Papillon-Lefevre, con alteraciones en el numero / funcion de los neutréfilos y con una

mayor susceptibilidad a padecer periodontitis 4.

Los estudios en gemelos con periodontitis han sefialado una gran concordancia entre
gemelos monocigoticos y bicigoticos. Se ha demostrado que esta herencia aumenta en

un 50 % el riesgo de padecer periodontitis avanzada®.

- Estudios en familias que padecen periodontitis de comienzo temprano (agresivas
localizadas / generalizadas, segun la clasificacion de 1999 han demostrado que
poseen uno 0 Mas genes autosémicos dominantes asociados con el aumento de la

susceptibilidad a las periodontitis**'.

Existen una serie de rasgos geneticos que pueden aumentar la susceptibilidad a

periodontitis, son los siguientes**'*,

- Anormalidades en la funcion de los fagocitos. Se ha demostrado en el 75% de los
individuos con periodontitis juvenil, actualmente conocida como periodontitis

agresiva.
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- Capacidad reducida para producir inmunoglobulina G, (IgG;). Es el mayor
anticuerpo sérico que se produce en respuesta a la infeccion periodontal. La capacidad
de producir esta inmunoglobulina viene determinada genéticamente, esta regulada por
el cromosoma 6 y varia mucho entre individuos.

-Polimorfismo en el receptor hFc-y-Rlla. Es el Unico receptor que reconoce las
bacterias unidas a 19gG,. Su afinidad para unirse al complejo antigeno-anticuerpo (Ag-
Ac) viene determinada genéticamente. Existe una forma de expresion en que el
receptor tiene muy poca afinidad para unirse, con lo que provoca una mayor
susceptibilidad para sufrir infecciones.

- El polimorfismo de los receptores Fc Illb de los neutrofilos se ha asociado

144

igualmente con la resistencia a periodontitis™, asi como el polimorfismo que define

el receptor Fcg RIl que ha aparecido en la literatura como un marcador de la

susceptibilidad a la periodontitis juvenil localizada™®.

Dichos polimorfismos comprometen la comunicacion de las células fagociticas,
claves en la respuesta del huésped, ya que son el medio de conexion de las
inmunoglobulinas.

- Ademas, se ha observado que el polimorfismo de la N-acetyltransferasa (NAT?2) esta

significativamente asociado con una pérdida de hueso mas severa.

- Polimorfismos del TNF-a.. EI gen que lo expresa se halla en el cromosoma 6, y el
polimorfismo se encuentra en la regién que determina su produccion, aumentandola
de forma exagerada. Este polimorfismo se ha asociado con mayor susceptibilidad a

infecciones.

- Funcion alterada de monocitos y macrdfagos. La respuesta de estas células viene
marcada genéticamente. La alteracion, en los pacientes susceptibles, consiste en la

liberacion significativa de mas TNF-a, IL-1B, y PGE; que los individuos resistentes
147,148

- El gen de IL-1 que se encuentra en el cromosoma 213 es polimorfico. Los individuos
con uno de los genotipos especificos producen 4 veces méas IL-1B que los genotipos
negativos, y tienen 20 veces mas probabilidad de padecer periodontitis a partir de los 40

afos*®.
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-lgualmente, se observd que el polimorfismo para la IL 10 estaba asociado con la

periodontitis crénica o agresiva™® 1*+1°2,

- Otros estudios de polimorfismos se han llevado a cabo, como el de la interleukina IL-
4, potente reguladora de la funcién de los macréfagos. Se observé que la aparicion del
polimorfismo para la IL-4 era mas frecuente en pacientes con periodontitis agresiva que

en los controles™®®,

- Gen de la ciclooxigenasa 1. Esta enzima se encarga de producir PGE,. Su expresion
viene determinada por el cromosoma 9g32-33. La susceptibilidad viene determinada
por una produccion excesiva de PGE;.

Basandonos en un esquema publicado por Hart y Kornman , presentamos en la
siguiente tabla un resumen de la influencia de determinados factores genéticos en la

periodontitis y su potencial biolégico®™.

Como hemos visto, numerosos polimorfismos han sido y contindan siendo investigados
como futuros candidatos a factores de riesgo para la susceptibilidad a la enfermedad
periodontal. Entre ellos, el fenotipo HLA (Human Leukocite Antigen), que también ha
sido investigado como posible factor de resistencia, ha sido asociado fundamentalmente
con la periodontitis juvenil (periodontitis agresiva) y de evolucion rapida e incluso con
la periodontitis del adulto.(periodontitis crénica).

Las moléculas del sistema HLA estan presentes en las membranas de las células
nucleadas del organismo e intervienen en la respuesta inmune presentando el antigeno a
las células T; la hipdtesis que se han planteado algunos estudios es que la expresion de
determinadas moléculas HLA (polimorfismos) pudiese interferir a este nivel.

El complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) se conoce en el hombre como
sistema HLA (antigeno leucocitario humano), ya que se destino al principio a "tipificar"
unicamente a los leucocitos) y consiste en un conjunto de genes localizado en el
cromosoma 6 humano y 17 murino. Tiene una funcion fundamental en el sistema
inmune: la de codificar un grupo de glucoproteinas presentes en las membranas de la
mayoria de las células nucleadas del organismo denominadas moléculas HLA.

Se han propuesto numerosas hipotesis que implican a los factores genéticos vy, entre
éstas, nos encontramos con la asociacion de periodontitis con fenotipos determinados

del HLA (American Academy of Periodontology 1999). Numerosos estudios han
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afirmado la contribucion del sistema HLA como un factor genético potencial en la

etiopatogénesis de la enfermedad periodontal *°° 126 157, 158.159.

Ya desde 1990, Izumi y cols.'®

, comentaron que si antigenos HLA estan asociados a
la susceptibilidad o resistencia de determinadas enfermedades, ¢porqué no podrian
estarlo en las enfermedades periodontales?. Hay varios estudios que han encontrado una
relacion del antigeno HLA-A9 asi como el HLA-A28, Bwl5, Bw35 y DQwl
sugiriéndose que su presencia aumenta la susceptibilidad para las periodontitis
agresivas(HLA-A9,-A28,-Bw15) y cronicas(HLA-A9,-A28). Por otro lado, otros
antigenos HLA se han asociado con la resistencia a determinadas periodontitis agresivas
(HLA-A2) y cronicas (HLA-A10,-B5.-A28).

Ademas de ser un eje poco explorado, el campo de estudio del HLA es complejo, la
evolucion y avance en las técnicas de biologia molecular hacen que aparezcan nuevos
descubrimientos de antigenos y conceptos lo que conlleva una nueva nomenclatura que
obstaculiza ain mas la interpretacion de numerosos estudios lo que provoca que
aparezcan resultados aparentemente divergentes. Las investigaciones mas recientes
afirman que la susceptibilidad o resistencia tanto de la periodontitis cronica como de la
agresiva podria estar influenciada por determinadas combinaciones de antigenos del
HLA™,

Autores como Shapira (1994) concluyen ademas que determinados antigenos HLA
estan asociados a una forma localizada de la periodontitis juvenil (actualmente conocida
como periodontitis agresivas) (HLA A9 y B15) pero no a las formas generalizadas y

gue ambas son enfermedades diferentes bajo un diferente control genético. %,

2.4.6.1. VARIABILIDAD GENETICA.

Una de las contribuciones mas importantes de la secuenciacién del genoma
humano %7 ha sido la caracterizacion e identificacion de cientos de miles de
loci polimorficos distribuidos a lo largo de los 3250 millones de nucleétidos que

constituyen nuestro genoma *® .

Como su nombre indica, las secuencias polimdrficas (tambien conocidas como
secuencias anoénimas, loci anonimos, loci polimorficos, marcadores anénimos o

marcadores polimorficos) son secuencias de ADN que, normalmente, no codifican

34



Masa y densidad 6sea en ortopantomografias de pacientes « \r{ o’
periodontales. Valoracion del polimorfismo genético del receptor N

de vitamina D. Introduccion ‘w\/

para un producto génico, se distribuyen de forma mas o menos aleatoria a lo largo
del genoma y presentan como caracteristica singular el hecho de ser polimérficas.
Este ultimo hecho es de suma importancia pues confiere a este tipo de secuencias

la caracteristica primordial del analisis genético, la variabilidad.

Un polimorfismo es una variante genética que aparece al menos en el 1% de los
cromosomas de una poblacion. Estas variantes pueden estar localizadas en
regiones codificantes o reguladoras de un gen o bien localizarse en regiones
intergénicas. Las variantes localizadas en un gen pueden inducir cambios en la
proteina o en el patréon de expresion del gen. Asi, variaciones en la region 5 no
traducida (UTR, del inglés untranslated region) pueden alterar los niveles de
expresion, mientras que cambios en la region 3"UTR pueden afectar al transporte,
estabilidad y vida media del ARNm. Cuando las variaciones se localizan en un
exon pueden generar una alteracion en la secuencia del codon de forma que este
siga codificando el mismo amino&cido, cambio sindénimo, o bien que el codon
pase a codificar un aminodcido diferente, cambio no sinénimo, que puede alterarla
secuencia de la proteina y como consecuencia, en mayor o menor grado, su
funcidn bioldgica. Ademas, los polimorfismos pueden generar la aparicion de un
codon de parada de traduccién y por tanto dar lugar a la sintesis de proteinas

truncadas.

La mayoria de estas variaciones polimdrficas se localizan en regiones intergénicas
y, por tanto, no dan lugar a efectos fenotipicos observables. Sin embargo, dichas
variaciones "neutras” pueden actuar como marcadoras de las secuencias

adyacentes, situacion conocida como desequilibrio de ligamiento™®®.

Una pequefia proporcion de las variaciones polimorficas afectan a regiones
génicas, es decir la region codificadora (exones) o la regién reguladora (promotor,
intrones, regién final no traducida) de un gen. Dichas variantes pueden alterar la
estructura del producto génico, el grado de expresion del gen e incluso dar lugar a
su ausencia de expresion. Resulta evidente que las variaciones polimorficas en
ningun caso suponen una disfuncién grave, bien porque la funcién alterada es
redundante (otros genes pueden suplir la funcion perdida) o bien porque la

alteracion debida a la variacion no ejerce efectos deletéreos.
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Estos cambios polimorficos pueden distribuirse en la poblacién, causando una
variabilidad genética subyacente que, en determinadas circunstancias, puede

manifestarse como variabilidad fenotipica
2.5 LAVITAMINA DY EL GEN VDR.

La vitamina D, descubierta como un nutriente esencial que previene el raquitismo,
presenta un papel fundamental en la homeostasis de calcio y fosforo.

Hoy se conoce que el raquitismo se puede prevenir mediante la exposicion a la
radiacion UV, la cual estimula la produccion de vitamina D3 en la piel. Esta
capacidad enddgena de producir una cantidad suficiente de vitamina D3 mediante la
exposicion a la luz solar indica que la histéricamente conocida como vitamina D, no
es una vitamina sino una hormona. La denominacion vitamina D engloba una serie de
hormonas secoesteroideas siendo las mas conocidas el colecalciferol (vitamina D3),
que se sintetiza en la piel, y el ergocalciferol (vitamina D2), que es sintetizado por las

plantas™®*

2.5.1. ESTRUCTURA DE LA PROTEINA VDR.

La proteina VDR de humanos es una molécula de 427 aminoacidos y un peso
molecular de 50 kDa. En la figura 4, se presenta un esquema de la proteina VDR y sus

dominios funcionales.(Fig 7)

Estos son:

i) dominio de union a ligandos (LBD, del inglés ligand binding domain),

ii) regiones de heterodimerizacion con el receptor del &cido retinoico (RXR,del inglés
retinoic X receptor).

iii) dominio de union al ADN (DBD, del inglés DNA binding domain) y

iv) lugar de unién a proteinas nucleares coreguladoras del complejo transcripcional

que modulan el nivel de trascripcion de los genes diana. *"%*"
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DBD (Dominio de unién al ADN) LBD (Dominio de unién a ligando)

Figura 7. Estructura del Receptor de la Vitamina D. Tomado de Manuel Sanchez de la
Torre (tesis doctoral) Universidad de Lleida, 2008

2.5.2. ESTRUCTURA DEL GEN VDR.

El gen VDR se localiza en el cromosoma 12 (12g913.11) la figura 8, presenta una
secuencia de una longitud aproximada de 63,5 kb. La longitud del trascrito varia
entre especies de forma que en humano y rata presenta una extension de 4,63 Kb
mientras que en aves es de 2,7 kb y en anfibios (Xenopus laveis) es de 2kb. Sin
embargo la proteina tiene un tamarfio parecido entre las distintas especies, presentando

una extensién en humanos de 427 aminoécidos, 424 en rata y 4 en Xenopus.*"

criz [ T - I 1

SEE——— ——-] L]
]

“HDACTA

"MGC5776

Figura 8. Localizacion Gendmica, Genes vecinos y Estructura el Gen VDR. Tomado
de Manuel Sanchez de la Torre (tesis doctoral) Universidad de Lleida, 2008
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2.5.2.1. VARIANTES DEL GEN VDR.

Se han detectado polimorfismos en la region 5"UTR, regién codificante y region
3'UTR (Fig. 9). Algunos de estos polimorfismos tienen un efecto directo sobre la
estructura o expresion del VDR o bien sobre la estabilidad del ARNm. Sin
embargo, otros polimorfismos no presentan, aparentemente, efectos directos sobre

la funcion de la proteina VDR.

100 kb

Gia Gia UTR polymarphises
RFLP: Bsm| Trud| EcoRV Apal Tagl*
bp: AIG GIA GlA GT TiC

Figura 9. estructura del gen VDR y polimorfismos conocidos (polimorfismos
localizados en region codificante). Tomado de Manuel Sanchez de la Torre (tesis
doctoral) Universidad de Lleida, 2008

2.5.2.2. Polimorfismos de la regién 5°UTR.

En la regién promotora del VDR se ha identificado un lugar de unién para el
factor de trascripcion CDX-2, especifico de células intestinales, que participa en la
regulacion de la expresion del VDR en dichas células. Se ha descrito que la
proteina CDX-2 esta relacionada con fendmenos de absorcién de calcio a nivel

173
l.

intestina y juega un papel importante en el desarrollo y diferenciacion del

intestino.'’
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2.5.2.3. Polimorfismos de la regién codificante.

En la regidn codificante se localiza un polimorfismo que modifica la secuencia de
sitio de inicio de trascripcion del exon 2. Este polimorfismo, el rs1073810-C/T,
consiste en un cambio de base C por T que introduce una diana de restriccion para
la enzima Fok-1. La nomenclatura utilizada para los polimorfismos de tipo RFLP
(RFLP, del inglés restriction fragment length polymorphism) hace referencia a la
ausencia o presencia de la diana de restriccion. La ausencia de la diana se denota
con la letra mayuscula, mientras que la presencia de la diana se denota con letra
mindscula. En el caso del polimorfismo Fok-1, el alelo F, que indica la ausencia de
diana, se corresponde con el alelo C a nivel de secuencia, y el alelo f, que indica la
presencia de diana, se corresponde con el alelo T. Cuando la variante C esta
presente se pierde el codon de inicio de trascripcion (ATG >ACG) de forma que
se utiliza un lugar de inicio de trascripcién alternativo localizado en el codon 4,
dando lugar a una proteina més corta. Por este motivo, este polimorfismo produce
dos isoformas alternativas de la proteina VDR que se diferencian en tres
aminoacidos. Los tres aminoacidos presentes en la isoforma f, la méas larga, son
Met-Glu-Ala. Se ha descrito que la isoforma F del VDR es la que presenta una
mayor actividad transcripcional. Estos resultados se relacionan con estudios que
demuestran que la interaccion del factor de trascripcion TFIIB y el VDR presenta

una mayor afinidad en la variante derivada del alelo F.

2.5.2.4. Polimorfismos de la regién 3 'UTR.

En la region 3'UTR del gen VDR se ha descrito una alta variabilidad genética
debida a la presencia de varios polimorfismos. ElI nimero y posicién de estos ha
sido ampliamente discutido en la literatura de forma que Morrison y cols.*”® habla
de 13 polimorfismos y Durrin y cols.'” describe 7 de estos. Algunos de estos
polimorfismos son de tipo RFLP como por ejemplo los polimorfismos Apa-1.>",
Bsm-I (rs1544410-C/T)*"8, Tag-1"® y Tru9 *"°.

179

Morrison y cols.””” en el afio 1992 fueron los primeros en correlacionar el

genotipo BB del polimorfismo Bsm | del gen VDR con los niveles de osteocalcina,
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indicando que los alelos son funcionalmente diferentes, contribuyen a la
variabilidad normal fisiologica de los niveles de osteocalcina y son predictores de
la diversidad en el recambio 6seo y en consecuencia en la DMO. Otros
investigadores han reportado hallazgos similares a los de Morrison y cols.
mientras que algunos no han encontrado diferencias significativas entre el
genotipo BB y la pérdida de masa 6sea®"818%1%

La region 3'UTR del gen VDR esté relacionada con la estabilidad del ARNm y
como consecuencia con el nivel de expresion de VDR. Los polimorfismos Bsm-
I, Tag-1 y Apa-1 se localizan en una region que presenta un alto desequilibrio de
ligamiento lo que explica la asociacion observada entre ellos. Mediante el estudio
de expresion con el gen luciferasa como gen reportero, Morrison, Qi y cols.
1994.1" demostraron que el haplotipo BAt genera mayor actividad luciferas que el
haplotipo baT, lo que sugiere que el haplotipo BAt confiere una mayor estabilidad
del ARNm en células que presentaban dicho haplotipo. Sin embargo otros trabajos
no encontraron efectos significativos de las variantes alélicas de la region 3’'UTR

en la estabilidad o niveles de ARNm, 194195177

2.6 POLIMORFISMO DE RECEPTOR DE VITAMINA D (VDR) Y SU
RELACION CON LA ENFERMEDAD PERIODONTAL.

Actualmente, se asocia el polimorfismo genético del receptor de vitamina D (VDR) a
una pérdida del hueso alveolar y al desarrollo de la periodontitis, interviniendo de este
modo en la homeostasis Osea, y siendo otro factor genético implicado en la

patogénesis de dicha enfermedad.'**"*®

Podria pensarse que una determinada masa 6sea, en cantidad como en calidad, podria
también intervenir en la patogénesis de la periodontitis, facilitando los procesos de

reabsorcion 6sea alveolar, %1%

Mohammad y cols.*®® determinaron que se puede evidenciar radiograficamente e
histol6gicamente al mecanismo de la osteoporosis, que repercute ciertos efectos sobre
el reborde alveolar conllevando a producir, una disminucion de la masa y del
trabeculado 0seo. Otros investigadores determinan  que la osteoporosis esta
relacionada directamente con la altura de la cresta alveolar y con los dientes perdidos

en la mujer postmenopéusica®®.
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Una serie de polimorfismos han sido identificados por su variacion bi alélica en el
lado de la restriccion enzimatico, ejemplo de ello es la restriccion fragmentaria de la
longitud de polimorfismo (RFLPs) en el gen VDR, que involucra Tru9l *'®, Tagl 1
Bsml'" EcoRv *°Apal '’y FoK| %1,

Todos estos RFLPs, estan localizados entre el exon 8 y 9, a excepcién del FOKI que se
localiza en el exon 2. Usando la técnica secuencial, un nuevo polimorfismo como el
Cdx2?*?en la regién promotora ha sido también detectado.

El gen VDR va a mediar la funcion hormonal de la vitamina D y regula la expresion
de una variedad de genes, estos, forman parte de los genes candidatos a ser
determinantes genéticos de la masa Osea y por ende representan un papel

fundamental en la homeostasis 6sea y en el metabolismo de calcio?®*2%.

La vitamina D influye en el desarrollo de la enfermedad periodontal a través de

efectos inmuno-modulatorios y efectos en la densidad 6sea. 2>

h?’ existe una asociacién inversamente

Segun los estudios realizados por Dietric
proporcional entre la concentracion de 25(OH)D3 vy la enfermedad periodontal en

personas mayores de 50 afios.

Ademas la vitamina D representa un papel importante en la formacion 6sea y en el
mantenimiento del nivel éseo, diferentes estudios epidemiolégicos han publicado una
asociacion entre la osteoporosis o la baja densidad dsea y entre el hueso alveolar y la
pérdida dentaria, indicando de esta manera, que una pobre calidad Gsea representa un

factor importante para el desarrollo de la enfermedad periodontal®*®21°,

Hoy en dia y tras numerosos estudios epidemioldgicos, se acepta la existencia de
determinados factores de riesgo que van a modular la susceptibilidad o resistencia del
hospedador a padecer periodontitis, por tal razdn se considera esta entidad patolédgica

de una etiologfa multifactorial***.

De hace varios afios, el polimorfismo genético del receptor de vitamina D juega un
papel importante en el metabolismo Gseo, esto hecho despierta un interés mayor en

la asociacion de este gen como un factor de riesgo en la osteoporosis®**.

Como ya hemos comentado, el receptor de vitamina D estd implicado en una serie de

procesos biologicos, incluyendo el metabolismo 6seo y la modulacion de la respuesta
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inmune, también se considera un receptor nuclear de la vitamina D3 siendo esencial

para el mantenimiento de la homeostasis mineral, la integridad de la estructura dsea
212

De Souza y cols.”®

analizan la modulacion de la respuesta inmune y el mecanismo
de la trascripcion de una variedad de genes envueltos en enfermedad renal cronica y
periodontitis, esta asociacion ha sido analizada por la asociacion del polimorfismo
VDR con pacientes que presentaban la enfermedad renal cronica y la periodontitis.

La vitamina D3 y su receptor también actia como un agente regulador durante la
inmunidad innata, a través del incremento de de la fagocitosis a través de los

monocitos/macrofagos™.

Estudios recientes han comprobado que el VDR interviene de manera profunda en el
desarrollo de la tuberculosis y en la infeccion cronica del virus de la hepatitis B. Este
hecho interpreta la relacion existente entre el VDR y la accion inmunoldgica, debido
a gque la vitamina D activa los monocitos, estimulando la inmunidad celular mediata y

la supresion de la proliferacion de linfocitos*>#°.
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3.0 JUSTIFICACION:

Como ha quedado expuesto en la introduccidn, el principal efecto adverso de la periodontitis es la
destruccion de hueso alveolar a nivel de la cresta 6sea maxilar, inico componente del tejido
periodontal que no es recuperable de manera natural. La evolucidn natural de la periodontitis es la
pérdida del diente. Estudios longitudinales han estimado que la pérdida de hueso alveolar en casos
de periodontitis crénicas del adulto es de 0,05 a 0,1 mm/ afio, lo que viene a representar la pérdida

de 7 dientes por paciente en 15 afios.

Podria pensarse que una determinada caracteristica tanto en calidad como en cantidad de este
componente, como la expresion genética de un determinado polimorfismo del receptor de la
vitamina D3, previa a la aparicion de la enfermedad, podria influir en su mayor o menor pérdida
cuando aparece el proceso inflamatorio. Lo contrario seria demostrar que el proceso bacteriano -

inflamatorio periodontal, se desarrolla totalmente independiente del tipo de hueso donde acontece.

Sabemos que en la aparicion, progresion y gravedad de la periodontitis, la respuesta defensiva del
hospedador condicionada genéticamente es determinante, por ello la confirmacion de esta
hipGtesis sobre la idea de un hueso alveolar més sensible de ser destruido cuando aparece un
proceso inflamatorio, clarificaria mas el concepto de paciente susceptible para el padecimiento de

la enfermedades periodontales.

En la literatura hay estudios en poblacién general con resultados controvertidos, pero hasta donde
conoce el autor, ninguno realizado en ortopantomografias digitales de una muestra tan amplia de
poblacion (n=319) con edades por debajo de los 47 afios y por encima de los 21, para descartar el
efecto de los picos hormonales sobre el hueso, y utilizando un software especifico de analisis de

densidad Optica y morfometria.

El uso complementario de la biologia molecular (PCR) junto con el uso del software antes

descrito, para el estudio de esta hipotesis, creemos que justifica la presente investigacion.
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4.0 OBJETIVOS:

1°. Cuantificar el nivel de hueso alveolar (cantidad de masa 6sea) en ortopantomografias
digitales mediante un programa informatico de analisis digital de imagen y compararlo
con la densidad Optica Osea (calidad Osea) determinada en dos zonas especificas

mandibulares, en hueso alveolar y hueso basal.

2°. Comparar el nivel de hueso alveolar con el ancho cortical mandibular medido en la

zona propuesta por Taguchi (indice de Taguchi).

3°. Determinar la influencia del tabaco, como factor de riesgo ambiental de periodontitis,

sobre el nivel de masa dsea y densidad 6sea alveolar, en ortopantomografias digitales.
4°, Determinar a través del método de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa, enzima de
restriccion BSML, el polimorfismo del receptor genético de vitamina D en los pacientes

con y sin afectacién periodontal.

5°. Demostrar si el proceso de destruccion periodontal se asocia a un determinado estatus

de masa o densidad 6sea mandibular.
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5.0 DISCUSION:

5.1 DISCUSION DE LOS RESULTADOS DE LA COMPARACION DEL
NIVEL DE HUESO ALVEOLAR CON LAS VARIABLES DE DENSIDAD
OPTICA E INDICE MORFOMETRICO.

La pérdida de hueso alveolar es una lesion acumulativa a través de los afios y la

218 |a cresta alveolar, en condiciones

variable de periodontitis mas importante
normales se encuentra situada a 1-1.5 mm del limite amelo-cementario. Valores
mayores suelen deberse, en principio, a pérdida de soporte dseo por
periodontitis, de manera que la distancia de cresta Osea al limite amelo-
cementario puede considerarse, segin algunos autores, como un aceptable

indicador de la pérdida 6sea en un punto®'®.

El objetivo de la presente investigacion fue determinar si la pérdida de hueso
alveolar medida en ortopantomografias digitales por medio de procedimientos
también digitales, se asocia con la densidad dsea mineral mandibular y/o con
una determinada expresion genética para el receptor de la vit. D que pudiera
magnificar la destruccion 6sea alveolar. El uso de radiografias panoramicas para
determinar medidas lineales absolutas, no es seguramente el método de
eleccion, es por ello que optamos, al igual que otros autores, por expresar la
pérdida de nivel de hueso alveolar como una proporcién (A/B x 100) donde A es
la distancia desde la unién amelocementaria hasta el punto méas coronal de la
cresta alveolar adyacente al ligamento periodontal y B, la distancia desde este
mismo punto de la union amelocementaria, hasta el apice radicular. Desde estos
tres puntos de referencia, union amelocementaria, cresta ¢sea alveolar, apice
radicular, se han trazado perpendiculares al eje axial radicular y se han obtenido
las medidas, salvando las dificultades que habrian supuesto el localizar otros

puntos de referencia®®.

Hemos utilizado el ancho cortical mandibular medido en la zona propuesta por
Taguchi (indice de Taguchi) como indice radiomorfomeétrico por los siguientes
motivos. Uno, numerosos investigadores han demostrado una asociacion

estadisticamente significativa entre este indice y la densidad mineral 6sea del

48



Masa y densidad 6sea en ortopantomografias de pacientes £\ r’ Fr
periodontales. Valoracién del polimorfismo genético del . . N N
receptor de vitamina D. Discusion &

esqueleto, tales como el fémur y la columna vertebral y con biomarcadores de

turnover 6se0??1%%,

Dos, por realizarse en la zona anterior de la mandibula, zona con mayor
precision como predictor de alteraciones de la masa 0sea, que otras zonas como

el angulo o la rama 2222

y tres, por su facil determinacion en una zona muy
“limpia” de estructuras anatémicas. La estimacion visual del ancho cortical
mandibular y su posterior medicion, podria necesitar realizar indices de
concordancia intra e interobservador, en nuestro estudio, un solo investigador
mediante un software digital, excluyendo aquellas Rx con limites de las
corticales poco claros y realizando todas las mediciones en el mismo sitio, en la
perpendicular al foramen mentoniano, creemos que es una metodologia que

reduce la posible variabilidad en los resultados.

En nuestro estudio, la medida de este indice radiomorfométrico, mostrd
diferencias por sexo, mayor en los hombres, como también demostraron

228 estos autores indicaron que las mujeres

Holbrook y cols. %" y Jacobs y cols.
alcanzan el mayor pico de densidad 6sea en la tercera década de la vida (entre
los 20-30 afios) y posteriormente va disminuyendo. Resultados similares fueron
descritos por Bras y cols.'® Yang™ y Benson y cols.'?, quienes demostraron con
sus propios indices, como disminuian de manera significativa mas en las

mujeres que en los hombres, a partir de los cincuenta afios.

Algunos autores?®?® han comunicado, también coincidiendo con nuestros
resultados, que los individuos que presentaban valores mayores de densidad
Osea, tenian la particularidad de retener con mayor facilidad sus dientes
periodontalmente afectados al ser comparados con el grupo control, como si una
mayor masa 6sea influyera en la mayor permanencia de los dientes. En este
sentido, la disminucion del indice cortical mandibular contribuye entre otros
factores en la pérdida de los dientes después de la menopausia en las mujeres,

como demostraron Palmqvist y cols. y Von Wowern y cols. %2,

Nuestros hallazgos revelaron valores parecidos de ancho cortical mandibular en
las radiografias digitales de los pacientes con y sin pérdida de hueso alveolar. El

grupo de mayor pérdida Osea presentd el valor medio de ancho cortical
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mandibular mas alto, aunque en este grupo hubo un nimero muy reducido de

pacientes, doce.

La principal causa de pérdida de hueso alveolar en altura es la periodontitis. En
nuestro estudio, todos los pacientes con pérdida dsea estaban diagnosticados en
sus historias clinicas de diferentes grados de periodontitis, pero quedo fuera de
nuestro objetivo la valoracion clinica vy clasificacion de la periodontitis de estos

pacientes.

En los ultimos 9 afios, solo tres estudios clinicos y uno radiolégico, han sido
publicados relacionando, en pacientes con periodontitis, nivel de insercion /
nivel éseo alveolar con densidad mineral 6sea, determinada en diferentes sitios y
con diferentes técnicas. Von Wowern y cols. determinaron el contenido dseo
mineral en mandibula y antebrazo en 24 jovenes adultos con periodontitis severa
y concluyeron que la periodontitis es un desorden local sin repercusiones
sistémicas en el estatus 6seo mineral. En este estudio, no hubo grupo control y
algunos factores confundentes como el sexo, y el consumo de tabaco no se
determinaron®®. Inagaki y cols. en 190 mujeres japonesas analizaron la relacién
entre periodontitis y disminucién de masa 6sea mediante la medicion de la
densidad mineral 6sea metacarpal y encontraron una asociacién positiva tanto en
pre como en mujeres postmenopausicas®*. Hattatoglu-Sénmez y cols. en 85
mujeres premenopausicas no encontrd asociacion entre variables clinicas
periodontales y densidad mineral dsea determinada por absorciometria dual de
rayos X tanto en vértebras lumbares como en cadera izquierda. Una limitacion
de este estudio fue no valorar ni confirmar el nivel de hueso alveolar mediante

radiografias®®.

Nackaerts y cols. determinan la densidad Osea en radiografias panoramicas de
dos maneras, expresando los valores de gris (escala 0-255) mediante un software
de imagen, y mediante un indice de calidad basado en la cantidad - proporcion
de hueso cortical y trabecular. Los datos los comparan con el nivel de hueso
alveolar expresado como un porcentaje y calculado como nosotros, en 94
mujeres. La asociacion fue débil con el primer método de densidad dsea
radiogréafica y no hubo con el segundo. Este estudio, solo en mujeres, no ajusta

por edad incluyendo mujeres pre y postmenopausicas®®.
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Se ha demostrado que los niveles de gris en imagenes ofrecen una medida véalida

de densidad 6sea”®. Taba-Junior y cols. 2%

aplicaron en radiografias un
software de andlisis de imagen para valorar la densidad 6sea (niveles de gris)
alrededor de implantes dentales y demostraron similares resultados que los

obtenidos en el estudio histolégico®®.

La utilizacion de software de radiologia digital, para la medicion de densidades
Opticas Oseas, se basan en la medicion precisa de la escala de grises (entre 0 y
255 tonos de gis). Los resultados de la medicion la pueden presentar de tres
formas, como informacién estadistica numérica, como un histograma que
muestra la distribucion de la densidad y como un perfil de la misma (Digora®,
Dent-a-View®, Trophy-Window®).

Consideramos dicha técnica un método util, econdmica, automética y no
invasiva que permite conocer de una manera muy sencilla la densidad oOsea
Optica mandibular y solventa los problemas que plantean las técnicas
radiométricas en un doble sentido, por un lado la precisién, Benson®* y
Taguchi*® sobre radiografias analégicas emplean diversos artilugios manuales
como reglas milimétricas, lupas o calibradores para obtener sus medidas,
nosotros, sobre radiografias después de ser digitalizadas (menor magnificacion),
obtenemos de manera automaética el resultado densitométrico basado en la escala
de grises, en segundo lugar, la rapidez - sencillez, una vez capturada la imagen
por el programa informatico, el resultado se obtiene en segundos o décimas de

segundos.

Nosotros hemos determinado los niveles de gris (calidad Osea) aplicando un
programa informatico especifico, Dent - a - View, en dos areas iguales, area de
hueso alveolar DOA, en la vertical del foramen mentoniano hacia coronal, en la
zona de premolares, y muy importante, sin incluir las corticales internas
alveolares y éarea Osea basal DOB, en hueso basal, mesial al foramen
mentoniano. Los datos fueron obtenidos de forma no ajustada por el programa,
con un rango de valores méas amplio (0 - 4095) y por lo tanto con un poder mas
discriminativo al analizar el valor Optico. Ambas variables presentaron una

correlacion significativa y cada una de ellas se correlaciond0 de manera
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significativa con el ancho cortical mandibular, indice de Taguchi, pero no con el
nivel de hueso alveolar (cantidad Osea). Estos hallazgos sugieren que la
inflamacion, principal causa  responsable de la destruccion Gsea en la

periodontitis, no esta influenciada por la densidad

5.2 DISCUSION DE LOS RESULTADOS DEL RECEPTOR DE VITAMINA
D Y SU COMPARACION CON EL RESTO DE VARIABLES.

No estd claro si un determinado genotipo del receptor de vitamina D (VDR)
pudiera estar asociado a la pérdida de hueso alveolar en pacientes con
periodontitis, o si ser portador de un determinado gen del receptor de vitamina D

pudiera aumentar la susceptibilidad a periodontitis®*°.

Aungue una mayoria de estudios asocian las formas agresivas y de aparicion
temprana de periodontitis con este gen, no ocurre lo mismo con las formas
cronicas en adultos. El polimorfismo del gen VDR puede ser determinado
mediante cuatro enzimas de restriccion (Bsml, Tagl, Apal and Fokl) y ha sido

asociado con la densidad mineral 6sea®****

, Sin embargo, un estudio de meta
analisis reciente ha mostrado resultados contradictorios entre el polimorfismo
VDR vy la densidad 6sea y solo encuentra una modesta pero significativa

asociacion entre baja frecuencia de alelos bb, por Bsml, y fracturas 6seas®*’.

En 72 pacientes espafioles de nuestro estudio, (20 sin pérdida 6sea, 6 con
pérdida dsea y menos de 30 afios y 46 con pérdida 6sea y mas de 30 afios) en
muestras nucleadas obtenidas de células epiteliales de la mucosa yugal,
determinamos por PCR el genotipo VDR (enzima endonucleasa de restriccion
Bsml). No hubo asociacion estadistica en la distribucion de los alelos b,B
(haplotipos bb, bB, BB) y pérdida de hueso alveolar, tanto en el estudio
bivariante (p=0.575, Tabla 2, articulo 2) como en el analisis multivariante

(Resultados no mostrados).

Recientemente en un estudio longitudinal, Nibali y cols. encontraron una
moderada asociacion entre vitamina D receptor Tag-lI polimorfismom con

presencia y progresion de periodontitis en fumadores y no asociacion en no
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fumadores, concluyendo que factores genéticos del VDR podrian interactuar con
el tabaco en la patogénesis de la periodontitis.*° En nuestro estudio, después de
ajustar los diferentes haplotipos BsmL por consumo de tabaco, edad, nimero de
dientes presentes, no fue significativa su asociacion con la pérdida 6sea alveolar.
Debe de quedar claro que esta falta de relacion se refiere a mujeres pre
menopausicas y hombres menores de 50 afios, pues como queda reflejado en
material y métodos de los articulos publicados, nuestro estudio se ajustd a una
franja etaria que pretendio excluir los pacientes con posibles alteraciones 0seas
de desarrollo o envejecimiento. En un estudio transversal no podemos demostrar
causalidad, por ello, nuevos estudios de disefio longitudinal, serdn necesarios
para establecer si una determinada densidad 6sea local o expresion genética para
el gen del receptor de la vitamina D, puedan ser factores predictivos de
destruccion dsea alveolar o si por el contrario, la pérdida de hueso a nivel de la
cresta alveolar, es un proceso inflamatorio independiente del estatus de densidad

Osea local.
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6.0 CONCLUSIONES:

1.- El nivel de hueso alveolar (cantidad 6sea) mostré una relacion NO significativa
con la densidad 6sea mandibular (calidad dsea) medida en radiografias panoramicas
digitales, mediante la determinacion de los niveles de gris en hueso alveolar y
hueso basal.

2.- El nivel de hueso alveolar NO se asoci6 con el ancho cortical mandibular medido
en la zona propuesta por Taguchi (indice de Taguchi).

Ambas asociaciones se refieren a poblacién caucésica de mujeres premenopausicas
y hombres por debajo de los 50 afios.

3.- La perdida de hueso alveolar fue mayor en los fumadores que en los no
fumadores, mientras que los valores de densidad dptica no se relacionaron con el
consumo de tabaco.

4.- La expresion genética del gen del receptor de la vitamina D (enzima de
restriccion Bsml) determinada por PCR, NO se asoci6 con el nivel de hueso en la
cresta Osea alveolar en dicha poblacion.

5.- Los resultados de este estudio sugieren que la destruccion dsea en la
periodontitis es un proceso inflamatorio local independiente del estatus 6seo.
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7.0 PERSPECTIVAS

De las variables analizadas en nuestro estudio, tan solo el consumo de tabaco ha
influido sobre el nivel de la cresta 6sea, recomendacion sobre este hallazgo, en el
sentido de la necesidad de abandonar su consumo, estaria en la misma linea que sobre el
tabaco se hace en la periodontitis y en la oseointegracion de implantes dentales. En la
primera, el tabaco constituye el principal factor de riesgo de lesion periodontal, en la
segunda, el tabaco influye en la remodelacion dsea y por lo tanto en la supervivencia a
corto y medio plazo de los implantes dentales. En nuestro estudio, el consumo de

tabaco, influye en mantener una correcta altura de cresta 6sea alveolar.

Hemos encontrado una falta de asociacion entre la densidad Optica 6sea, un indice
morfométrico de masa 6sea y la expresion genética del receptor de vitamina D y el
nivel de cresta 6sea alveolar. Este hallazgo NO apoyaria la idea de tratar la periodontitis
con medicacion osteogénica tipo bifosfonatos, derivados estrogénicos etc. como ocurre
en procesos tipo osteoporosis. La periodontitis es un proceso inflamatorio vy
recomendaciones de tratamiento que apoyan este estudio, se basan en la actuacion sobre
los factores etioldgicos y de riesgo conocidos, sin necesidad, a espera de otros estudios,
de una actuacion directa sobre el hueso. Hay publicaciones que demuestran una
expresion genética del receptor de vitamina D asociada con formas clinicas de
periodontitis agresiva que implicaria a la herencia junto con los polimorfismos de
ciertas interleucinas en el desarrollo de la periodontitis, nosotros no hemos encontrado

dicha asociacion.

Otra recomendacion importante en el campo de la implantologia, lo constituye la
seguridad que nos permite este hallazgo a la hora de colocar un implante en una zona de
hueso alveolar donde se perdié un diente por periodontitis, nuestro estudio demuestra

que la calidad 0sea de esa zona 6sea no influencio la pérdida dental.

Nuestro estudio ha estado centrado en un grupo poblacional reducido, > 21 afios y < de
50 afos, con objeto de evitar el desarrollo 6sea en menores de 21 afios y el efecto de la
menopausia en mujeres de mas de 50 afios, no sabemos en caso de realizar el estudio en
poblacién general y controlando la edad en modelos de regresion, que resultados
habriamos obtenido, constituyendo esta idea una recomendacion para futuras

investigaciones.
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