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“Las ideas no duran mucho,

hay que hacer algo con ellas”

Santiago Ramén y Cajal.
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RESUMEN

Introduccion: La enfermedad periodontal consiste en una respuesta inflamatoria
que destruye el tejido de soporte de los dientes. Se ha relacionado con diversos
procesos patoldgicos sistémicos. Entre ellos, una de las asociaciones mas
estudiadas en la que relaciona la enfermedad periodontal y las enfermedades
cardiovasculares aterosclerdticas (ACVD). Las ACVD ocurren por la formacién de
placas de ateroma en la pared arterial que disminuyen e incluso interrumpen el
flujo vascular, con consecuencias graves cuando ocurren en arterias coronarias,
cerebrales o periféricas. Se han descrito diversos mecanismos para explicar la
interaccién entre ambas, si bien, dada la dificultad y la condiciéon multifactorial de
las dos enfermedades, se siguen proponiendo y analizando nuevas vias. Asi, el
presente estudio propone la evaluacion de la asociacién a través de la molécula
periostin. Periostin es altamente relevante en ambos sistemas, el periodontal y el
cardiovascular. Por un lado, periostin es fundamental para el mantenimiento de
los tejidos de soporte del diente, concretamente el ligamento periodontal, al
estar implicado en el proceso de fibrilogénesis del coldgeno, del cual el
ligamento es especialmente rico. Sin embargo, también se ha detectado en
placas de ateromay se encuentra elevado en pacientes en riesgo de sufrir nuevos
eventos cardiovasculares por este motivo. De hecho, se ha descrito un papel
multifuncional de periostin dependiendo del tejido en el que se exprese, asi
como la temporalidad. Por tanto, el presente estudio plantea la hipdtesis de que
un control de la enfermedad periodontal puede contribuir a la reduccién de los

niveles circulantes de periostin, lo que disminuiria asi el riesgo cardiovascular.
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Objetivos: El objetivo global de la presente Tesis Doctoral fue la evaluacién del
efecto del tratamiento de la enfermedad periodontal en la enfermedad
aterosclerdtica coronaria a través de los niveles circulantes de periostin,
proponiendo concretamente, evaluar los niveles basales de periostin en suero y
fluido crevicular en pacientes con aterosclerosis coronaria y enfermedad
periodontal concomitante, analizar las variaciones de periostin en suero y fluido
crevicular a lo largo del tiempo en pacientes con aterosclerosis coronaria tras
recibir tratamiento para la enfermedad periodontal y evaluar el impacto de la
cirugia periodontal en las concentraciones de distintos marcadores de
periodontitis y aterosclerosis, observando su variacién a lo largo del tiempo y

comparandolos con los del tratamiento no quirdrgico.

Material y métodos: Para la consecucién de los objetivos fijados se diseid un
estudio clinico aleatorizado en pacientes con enfermedad periodontal vy
aterosclerosis coronaria concomitante. Se incluyeron pacientes con periodontitis
severa que requiriesen tratamiento quirdrgico y que, ademas, hubiesen sufrido
un evento cardiaco en los 6-36 meses anteriores o hubiesen sido diagndsticos de
blogqueo de alguna arteria coronaria por encima del 50%. Los pacientes fueron
tratados mediante terapia quirlrgica periodontal (colgajo modificado de
Widman o de acceso en el cuadrante en peor estado) o terapia no quirdrgica
(raspado y alisado radicular completo). En todos estos pacientes se midieron
diversos parametros clinicos, incluyendo un periodontograma completo, y
valores bioquimicos a distintos tiempos, tanto en suero como en fluido crevicular,
incluyendo periostin, CRP, fibrindbgeno, IFN-y, IL-1B, IL-6, IL-10, MIP-1q, L-

selectina, TNF-a y factor de von Willebrand.
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Resultados: Los resultados principales del presente estudio mostraron un
aumento significativo y transitorio en los niveles locales de periostin en el fluido
crevicular. Concretamente, estos niveles aumentan a los 7 dias y hasta 4 semanas
después del tratamiento quirdrgico de la enfermedad periodontal, no existiendo
cambios en el grupo en el que se realizé terapia no quirdrgica. Ademas, de esto
pudimos observar una reduccién de algunos marcadores asociados con la
enfermedad periodontal y aterosclerdtica, incluyendo IL-6, MIP-1a y TNF-q,
particularmente en el grupo que recibid cirugia periodontal. Sin embargo, estas

variaciones no fueron estadisticamente significativas.

Conclusiones: En el presente estudio, no se ha podido demostrar un efecto del
tratamiento de la enfermedad periodontal en la enfermedad aterosclerética
coronaria a través de los niveles circulantes de periostin. Debe considerarse, eso
si, el limitado tamafio muestral y el caracter piloto del presente estudio clinico.
Aun asi, a pesar de las limitaciones, el presente estudio ha realizado una
aproximacion valida y metodolégicamente rigurosa al estudio de la plausibilidad
biolégica de la interaccion entre las enfermedades periodontales vy
cardiovasculares por aterosclerosis a través de periostin. Nuestros resultados
ofrecen oportunidades para futuros estudios con objeto de conseguir una vision

mas profunda y detallada del problema.
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1. INTRODUCCION

1.A. PERIODONTO

El periodonto es un conjunto de érganos compuestos por tejidos duros (cemento
y hueso) y blandos (ligamento periodontal y encia) que tiene como funcién
mantener de forma adecuada las estructuras dentarias uniéndolas al tejido éseo
de los maxilares, asi como mantener la integridad de la mucosa en la cavidad
oral. El desarrollo de los tejidos periodontales se produce durante la formaciony
desarrollo de los dientes en la fase embrionaria. Asi, cada uno de los
componentes del periodonto influye en las actividades de las células adyacentes,
aunque cada uno tiene una arquitectura tisular Unica y una composicion
bioquimica caracteristica, que de forma resumida se presentaran a continuacion

(Lindhe et al. 2022).

1.A.1. Tejidos duros

1.A.1.1. Cemento

Es un tejido mineralizado especializado que cubre las superficies radiculares de
los dientes y que no presenta inervacion ni irrigacion. En él se insertan las fibras
del ligamento periodontal y una de sus funciones principales es contribuir al

proceso de reparacion cuando la superficie radicular del diente ha sido dafada.
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Se caracteriza por no tener reabsorcién ni remodelado, sino que es el resultado

de un proceso de depdsito continuo durante toda la vida.

1.A.1.2.  Hueso alveolar

Es la parte de los maxilares superior e inferior que forma y mantiene los alveolos
de los dientes, donde éstos quedan alojados. Esta formado tanto por células del
foliculo o saco dentario como por células que son independientes del desarrollo

dentario.

Las paredes de los alveolos estan revestidas por hueso cortical y el drea entre los
alveolos y las paredes compactas del maxilar estdn formadas por hueso
esponjoso. El hueso esponjoso ocupa la mayor parte de los tabiques

interdentales, pero solo una parte pequefia de las tablas vestibulares y palatinas.

1.A.2. Tejidos blandos

1.A.2.1. Encia

Es la parte de la mucosa masticatoria que recubre la apdfisis alveolar y rodea la
porcion cervical de los dientes. Estd formada por una capa epitelial y un tejido

conjuntivo subyacente denominado ldmina propria.

Se pueden distinguir dos tipos de encia diferentes:

36 Gloria Gonzélez Pérez



Periostin en enfermedad periodontal y cardiovascular

e La encia libre que es color rosado con consistencia firme y comprende el

tejido de los bordes gingivales dentarios hasta la unién amelo-cementaria y
las papilas interdentales.
La encia libre no se encuentra directamente adherida al diente en toda su
extensién apico-coronal sino que conforma el surco gingival que en estado
de salud no tiene una profundidad superior a 3 mm. Histolégicamente en la
encia libre podemos distinguir tres zonas epiteliales distintas, que son el
epitelio bucal, el epitelio del surco y el epitelio de unidn.

e La encia adherida se extiende desde el surco gingival hasta la linea
mucogingival y presenta una consistencia firme y un color rosa pélido.

La encia adherida se une al hueso alveolar y al cemento subyacente por

medio de fibras de tejido conectivo, denominadas fibras gingivo-dentarias.

1.A.2.2. Ligamento periodontal

El ligamento periodontal es un tejido predominantemente fibroso con una tasa
de recambio muy alta (Bartold et al. 2000; Lindhe et al. 2022), cuya funcidn
principal es la fijacion del diente al hueso, conectando el cemento radicular con
la pared del alveolo, por lo que se encuentra ubicado entre las raices dentales y
el propio hueso alveolar. En el espacio periodontal, ademés de fibras de
coladgeno, se albergan también células de soporte, principalmente fibroblastos,
y vasos sanguineos. En la actividad y mantenimiento del conjunto, los fibroblastos
del ligamento juegan un papel fundamental ya que presentan cierta capacidad
de desdiferenciacién, ademas de ser susceptibles a la accién de diversos

mediadores y factores de crecimiento que regulan su funcién (Figura 1).
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Figura 1: Representacién esquemética de la estructura del periodonto con detalle en los
componentes fundamentales del ligamento periodontal.

El espacio periodontal tiene un espesor, en circunstancias normales de salud, de
entre 0,2 mm y 0,4 mm, dependiendo de la zona, siendo mas ancho en el tercio
medio radicular. La presencia del ligamento periodontal permite que las fuerzas
masticatorias sean distribuidas y absorbidas por el hueso alveolar. Ademas, la

presencia del ligamento permite la erupcion de los dientes y su movimiento.

1.B. ENFERMEDAD PERIODONTAL

La enfermedad periodontal es una enfermedad inflamatoria crénica que se
desarrolla en el periodonto (Page and Kornman 1997) y que esta presente en
alrededor de un 30-50% de la poblacién adulta. Esté distribuida en periodontitis
leve alrededor de un 10%, moderada alrededor de un 30% y grave en torno al

10% (Eke et al. 2012).

Ademads, es considerada la sexta enfermedad humana més frecuente en la

poblacion mundial. La prevalencia mundial de la enfermedad se ha mantenido
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estable en los Ultimos 30 afios (Kassebaum et al. 2017). En Espaia, la prevalencia
de enfermedad periodontal es del 38,4% en mayores de 45 afios, con un 13,7%
de la poblacién con pérdidas de insercién clinica de 4-5mm y un 7,7% con

pérdidas de mas de 6 mm (Carasol et al. 2016).

Debido a sus consecuencias respecto a la pérdida de soporte del diente, se
considera la principal causa de pérdida de dientes y reabsorcidn ésea (Sheiham

and Netuveli 2002) (Figura 2).

Figura 2: Representacién gréafica de un periodonto sano (a la izquierda) y un periodonto enfermo (a
la derecha).

Diversos factores influyen en el desarrollo de las enfermedades periodontales.
Por un lado, la respuesta inflamatoria del hospedador hacia los patégenos es
diferente en funcién de variaciones genéticas. Por otro lado, factores ambientales
como la dieta, el tabaquismo o el estrés, asi como factores demogréficos, pueden
afectar a la aparicién de la enfermedad (Schenkein and Loos 2013; Hasturk and

Kantarci 2015).
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El origen de la enfermedad periodontal se encuentra en el desarrollo de
infecciones bacterianas en el surco periodontal, que se producen
probablemente debido a la disbiosis de poblaciones bacterianas propias del
organismo en lugar de tratarse de una colonizacién por bacterias exdgenas.
Como consecuencia, con el objetivo de neutralizar la infeccion, el organismo
desarrolla una respuesta inflamatoria con liberacién de citoquinas, eicosanoides
y metaloproteinasas de matriz (MMPs). Esta secuencia de hechos, infeccién -
inflamacion, esté siendo actualmente discutida en la literatura, argumentandose
que quizas la colonizacién bacteriana sea consecuencia del desajuste en los

tejidos del huésped y no al contrario.

En cualquier caso, encontramos, cladsicamente, dos entidades diferenciadas de la
enfermedad periodontal en base a la evolucién y la gravedad de las lesiones. El
proceso suele comenzar con la inflamacién de las encias y tejidos de soporte
evidenciada por sangrado al sondaje, pero sin pérdida de hueso alveolar,
enfermedad que se engloba en la definicidon de gingivitis (Chapple et al. 2018).
La periodontitis, sin embargo, cursa con la formacién de bolsas periodontales
entre el diente y la encia de mas de 4 mm de profundidad, la destruccién de los
tejidos periodontales, que se evidencia radiograficamente con la pérdida del
soporte dseo y clinicamente con la migracién apical de la insercion gingival

(Chapple et al. 2018).

Otros parametros, como la presencia de pérdida de dientes debido a la
enfermedad, asi como la extensién nos informaran de la complejidad tanto del

caso como de su manejo clinico.
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Un paciente con gingivitis puede volver a un estado de salud de forma totalmente
integra. Por el contrario, un paciente con periodontitis o que la ha sufrido en el
pasado mantendra las consecuencias de la destruccién del tejido de soporte,
incluso después de una terapia exitosa, lo que refleja diferencias en la
etiopatogenia y los factores de riesgo asociados con el inicio y, sobre todo,
progresién de la periodontitis. La periodontitis es, por tanto, una enfermedad

inflamatoria crénica.

Los pacientes con periodontitis suelen ser asintomaticos con signos y sintomas
altamente inespecificos: inflamacidén, enrojecimiento y sangrado de las encias,
pérdida de dientes, sensacién de mal sabor de boca, halitosis, etc. Por ello, en
ocasiones, el diagndstico se realiza cuando el caso se encuentra avanzado. El
diagndstico se realiza mediante evaluacion clinica y radiogréfica para demostrar
la presencia de inflamacién y sangrado gingival, asi como la pérdida de soporte
6seo. En algunos casos, estos datos clinicos pueden complementarse con datos
de evaluacién microbioldgica y la elevacion de marcadores inflamatorios en
saliva o fluido crevicular (GCF), como proteina C reactiva (CRP) o IL-1, que
ademas orientan sobre el riesgo y el pronéstico de la periodontitis (Kinney et al.

2011; Kinney et al. 2014).

La enfermedad periodontal estd considerada como una enfermedad
multifactorial. En ella intervienen microorganismos y un huésped susceptible.
Segun las teorias aceptadas actualmente, los microorganismos actlan como
factor etiolégico esencial e iniciador del proceso infeccioso, pero la
susceptibilidad o resistencia del hospedador a padecer la enfermedad esté

determinada por multiples factores bioldgicos y genéticos, asi como factores
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sistémicos o de estilo de vida, que en definitiva serdn los que permitan o no el

desarrollo de la enfermedad (Page and Kornman 1997).

A modo de resumen, los factores de influencia principal en la enfermedad

periodontal son:

42

Factor microbiano. A pesar de que la flora subgingival es muy compleja,

debido a las mas de 700 especies bacterianas identificadas, existen tres
microorganismos especialmente estudiados en la patogénesis de la
periodontitis:  Porphyromonas  gingivalis,  Tannerella  forsythia 'y
Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Estos microorganismos participan
en el proceso destructivo de las enfermedades periodontales por
mecanismos diversos, entre los que se han propuesto sus capacidades de
evasion de las defensas del huésped, invasién de los tejidos periodontales 'y
elaboracién de enzimas destructoras de los tejidos. Ademas, concretamente
P. gingivalis, entre otras, es capaz de comportarse como una bacteria clave,
coordinando el comportamiento de otras bacterias denominadas
patobiontes, es decir, organismos nativos que se vuelven patégenos como
consecuencia de asociaciones con otros microorganismos o cambios
ambientales como modificaciones en el comportamiento del huésped
(Hajishengallis 2014a; Hajishengallis 2014b; Hajishengallis and Lamont
2014).

Factores bioldgicos o genéticos. Unas determinadas caracteristicas

genéticas pueden aumentar la susceptibilidad a la enfermedad periodontal.
El caracter hereditario de la periodontitis estd siendo muy estudiado en los
ultimos anos. Segun se establecié ya desde el inicio de esta caracterizacion,
el desarrollo no parece depender de un Unico gen sino de la accién

combinada de varios y en funcién de cuéles se encuentren afectados, de los
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polimorfismos que tengan y de la poblacidn a la que pertenezca el individuo
se padecera un tipo de periodontitis u otra (Schenkein et al. 2020).

En cualquier caso, estos cambios o asociaciones entre alteraciones genéticas
y susceptibilidad a la enfermedad periodontal podrian agruparse,
fundamentalmente, en: alteraciones del sistema inmune, alteraciones de la
respuesta inflamatoria, o alteraciones del coldgeno.

e Factores de comportamiento o estilo de vida, fundamentalmente el

tabaquismo y el alcohol, pero también el estrés. La exposicion al estrés
psicoldgico puede afectar a la respuesta inmunitaria del huésped, asi como
fomentar comportamientos poco saludables desde el punto de vista del
cuidado periodontal (higiene deficiente, aumento de tabaquismo, menos
visitas al dentista, etc.) (Genco et al. 1999; Peruzzo et al. 2007).

e Factores sistémicos. Existe un gran grupo de condiciones sistémicas que

pueden afectar de forma colateral a la estabilidad del aparato de insercion
del diente. La relacion con estas condiciones es, generalmente,
bidireccional, en la que una afecta a la otra. En cualquier caso, se trata,
probablemente, en ambos casos, de manifestaciones en sitios distintos de

unas mismas condiciones alteradas.

1.C. CONEXIONES SISTEMICAS DE LA ENFERMEDAD

PERIODONTAL

Las conexiones entre la enfermedad periodontal y distintas condiciones
sistémicas son el motivo de multitud de estudios y andlisis, en ocasiones poco o

mal ponderadas, pero absolutamente establecidas en otras.
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Clasicamente, William Hunter ya expuso que “los peores casos de anemia,
gastritis, colitis, fiebres, alteraciones nerviosas de todo tipo, desde depresién a
otras lesiones, infecciones reumaticas crénicas y enfermedades renales eran
aquellos que se originaban o estaban gravemente complicadas por sepsis oral”
(Hunter 1900). En los dltimos afios se han realizado importantes avances en tres
areas que ayudan a entender el porqué de estas conexiones. La primera es la
comprension de la etiopatogenia de la periodontitis, la segunda es la
identificacion de los factores relevantes que aumentan el riesgo de desarrollar
enfermedades periodontales y la tercera son las asociaciones epidemioldgicas
entre la periodontitis y las enfermedades sistémicas, asi como los mecanismos
que explican estas asociaciones debido a la importancia que tienen para la salud

publica.

Debemos mencionar en primer lugar el término acufiado por Steven
Offenbacher, medicina periodontal, durante sus estudios pioneros en la
evaluacién de la relacion entre enfermedad periodontal y recién nacidos de bajo

peso (Offenbacher et al. 1996).

Diversos estudios afirman que la periodontitis debido a la carga bacteriana da
lugar a una respuesta inflamatoria sistémica de bajo grado, que probablemente
sea la responsable de la relacidon de ésta con las enfermedades sistémicas. Asi,
se han establecido relaciones entre la periodontitis y enfermedades sistémicas
como la diabetes, la obesidad, la artritis reumatoide, ciertos tipos de cancer,
enfermedades de la piel como la psoriasis, enfermedades respiratorias o algunos
trastornos cognitivos como la enfermedad de Alzheimer. De hecho, un anélisis
de registros de estudios clinicos en periodoncia concluye que hasta un tercio de

la investigacién en periodoncia se podria englobar en el campo de la medicina
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periodontal. Este estudio de registros clinicos sobre asociaciones entre
enfermedad periodontal y enfermedades sistémicas demostré que la gran
mayoria de estudios se centran en evaluar las enfermedades cardiovasculares, asi
como alteraciones metabdlicas, fundamentalmente la diabetes mellitus. Por
magnitud, le siguen las enfermedades musculoesqueléticas, del tracto
respiratorio, urogenitales de la mujer y complicaciones del embarazo,
urogenitales del hombre y otras con una magnitud de estudios bastante mas
limitada. Por distribucién temporal, el citado estudio concluye que en aflos mas
recientes se ha producido una mayor diversificacion de las patologias asociadas,
si bien la diabetes, inflamacién sistémica, complicaciones del embarazo y
enfermedades cardiovasculares han estado siempre presentes. Por Ultimo, este
interesante estudio afirma que hasta casi un 2% de todos los términos MeSH de
las subcategorias “Disease” y “Phenomena and Processes” se han asociado con

la enfermedad periodontal (Monsarrat et al. 2016).

Dejando aparte la asociacion con las enfermedades cardiovasculares, que
trataremos en detalle mas adelante, se presentan resumidamente algunas de las

més estudiadas:

o Diabetes mellitus. Los pacientes con diabetes mellitus presentan 2 o 3 veces

mas periodontitis que aquellos con niveles de glucosa normales y la tasa de
pérdida de dientes es mayor en aquellos pacientes diabéticos con mal
control glucémico en comparacién con los que presentan un buen control
glucémico (Genco and Borgnakke 2020). Esto es asi porque el estado de
hiperglucemia fomenta la produccién de niveles altos de productos finales
de (glicacion en los tejidos periodontales, induciendo un estado

hiperinflamatorio.
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Otros de los posibles mecanismos se fundamentan en que la diabetes
influye en el microbioma oral, induciendo el estado disbidtico del biofilm
subgingival (Silva et al. 2022). También influyen las alteraciones presentes en
la diabetes como son la microangiopatia, alteraciones en el flujo del fluido
crevicular, modificaciones en el metabolismo del coldgeno y respuesta
inflamatoria alterada y predisposicion genética (Taylor et al. 2021).

En sentido inverso, los pacientes diabéticos y con periodontitis
experimentan ademas complicaciones diabéticas mas graves y presentan
una mayor tasa de mortalidad (Genco and Borgnakke 2020).

Resultados adversos en el embarazo. Se relaciona sobre todo con bajo peso

al nacer, parto prematuro y preeclampsia. La infeccién local que genera la
enfermedad periodontal desencadena una reacciéon inflamatoria directa y
los mediadores inflamatorios producidos localmente en los tejidos
periodontales vertidos a la circulacion sistémica alcanzan la unidad feto
placentaria desencadenando estas alteraciones en el proceso del embarazo
(Bobetsis et al. 2020). Particularmente, se ha detectado una correlacién entre
la presencia de periodontitis y niveles placentarios elevados de marcadores
inflamatorios como la COX-2 y VEGFR1 en madres de nifos de bajo peso

con enfermedad periodontal (Pozo et al. 2016).

Otras asociaciones. Existen otra multitud de asociaciones, quizds menos
estudiadas, pero no por ello menos relevantes:

o Sindrome metabdlico y obesidad, explicada por un efecto sinérgico
de comorbilidad en la inflamacién sistémica que provoca una
desregulaciéon metabdlica (Jepsen et al. 2020).

o Artritis reumatoide, asociacién debida a la citrulinacién provocada por
la P. gingivalis y la activacién de la peptidil arginina deiminasa en el
periodonto de pacientes con periodontitis y artritis (Bartold and

Lopez-Oliva 2020).
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o Cancer, por el papel de varios patégenos periodontales como P.
gingivalis o Fusobacterium nucleatum, entre otros, con posibles
oncogenes relacionados, principalmente, con los del tracto digestivo
y de cabeza y cuello (Nwizu et al. 2020).

o Enfermedades de la piel, como la psoriasis, que es una enfermedad
inflamatoria crénica, de causa desconocida, con gran variabilidad
clinica y evolutiva, ocasionada por una multiplicacion demasiado
rapida de las células de la piel. Aligual que ocurre con la periodontitis,
el desarrollo y progresion de las lesiones dependen de factores
inmunoldgicos, genéticos y ambientales. Los pacientes con
enfermedad periodontal presentan un riesgo doble de sufrir psoriasis
y se ha estudiado que casi un tercio de los pacientes con psoriasis
padecian periodontitis de diversa gravedad relaciondndose
especialmente con una progresion avanzada (Nijakowski et al. 2022).

o Enfermedades respiratorias. Neumonia, enfermedad pulmonar
obstructiva crénica, fibrosis quistica y asma se han relacionado con la
enfermedad periodontal. La proximidad y la continuidad de la
cavidad oral y el tracto respiratorio hacen que haya una flora
compartida entre la cavidad oral y el pulmén que puede influir en la
asociacién de ambas enfermedades (Mammen et al. 2020).

o Trastornos cognitivos. Son muchos los estudios que ya asocian
enfermedad periodontal con trastornos cognitivos, entre los que
destaca el Alzheimer. Esta asociacion se explica a través de una
hipdtesis inflamatoria, en la que una exposicion prolongada a una
inflamacion sistémica junto con factores genéticos puede influir en un
estado crénico de neuroinflamacion. Ademas, patdégenos orales
pueden atravesar la barrera hematoencefélica y provocar cambios

inflamatorios directos en el cerebro (Kamer et al. 2020). Sin embargo,
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estas hipdtesis se estan viendo también modificadas por otras en las
que se exponen otras conexiones entre la consecuencia de la
enfermedad periodontal, que es la pérdida de dientes, y alteraciones
en los patrones musculares, propioceptivos y de estabilidad vy
estimulacion directa de areas comunes a la masticacion y a funciones
cognitivas como la memoria y el aprendizaje (Lopez-Chaichio et al.

2021).

1.C.1. Mecanismos biolégicos

Originalmente, se atribuia la conexién entre enfermedad periodontal vy
alteraciones sistémicas basdndose en la teoria de la infeccion focal, segun la cual
una infeccion local que afecta a un drea pequefia del organismo puede dar lugar
a infecciones o sintomas en otras partes del cuerpo por la difusion del agente
infeccioso o las toxinas que produce (Stillman and McCall 1922). Esta afirmacion
gana, ademds, mas relevancia si tenemos en cuenta, como presentaron
Socransky y Haffajee (Socransky and Haffajee 2002), que una bolsa periodontal
podia albergar hasta 300 millones de microorganismos. Estos microorganismos
serian los responsables directos de inducir lesiones purulentas, por contiglidad,
ser aspirados, pasar al torrente sanguineo y actuar a distancia (bacteriemia) o
bien sdélo transmitir sus factores de virulencia y toxinas (endotoxemia), que en
conjunto podrian modular también la respuesta del huésped, no sélo localmente
sino también a distancia (Kamer et al. 2008). En este caso, podriamos hablar de
una conexién periodontal-sistémica siendo la enfermedad periodontal, ademas
de un foco infeccioso, también un foco de inflamacidn sistémica de bajo grado.
De forma también ilustrativa, se afirmé que “el &rea total de bolsas periodontales

con inflamacién activa en un sujeto con periodontitis moderada o severa estaria
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en el rango de los 8 a 20 cm?”, lo que equivaldria, aproximadamente, al drea de
la palma de la mano (Hujoel et al. 2001). En cualquier caso, en la actualidad se

apunta mas a una explicacién combinada y bidireccional.

1.D. ENFERMEDAD CARDIOVASCULARY

ATEROESCLEROSIS

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) son un conjunto de trastornos que
afectan al sistema cardiovascular (corazén y vasos sanguineos) (Libby et al. 2013).
Se estima que en Europa las ECV son responsables de un 45% de las muertes
totales (alrededor de 2.000.000 de personas al afio) y que afectan a 1 de cada 3
personas, siendo, en su conjunto, la principal causa de muerte en todo el mundo,
ya que equivale a un 30% de todas las muertes, esto es, alrededor de 17,3
millones de muertes (Wilkins et al. 2017); en Espana suponen también alrededor
del 30% de todas las muertes. Ademas, se calcula que las ECV cuestan a la
economia de la UE casi 110.000 millones de euros al ano, al tratarse de una de
las principales causas de enfermedad de larga duracién, baja laboral y pérdida

de empleo.

Entre las enfermedades cardiovasculares podemos distinguir dos grupos

principales:

e Debidas a ateroesclerosis y/o trombosis:
o Cardiopatia coronaria, que puede resultar en infarto de miocardio.
o Enfermedad cerebrovascular, que puede desencadenar una

apoplejia.
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o Enfermedad cardiovascular periférica.
o Hipertensién arterial.
e Otras enfermedades cardiovasculares:
o Cardiopatia congénita.
o Cardiopatia reumética.
o Miocardiopatias.

o Arritmias cardiacas.

De todas ellas, el 95% de las enfermedades cardiovasculares pertenecen al
primer grupo (Roth et al. 2020). Las enfermedades cardiovasculares
ateroescleréticas (ECVA) son enfermedades inflamatorias que afectan
fundamentalmente a arterias grandes y medias (Libby et al. 2013). Ocurren por
una alteracién del endotelio vascular y una acumulacién progresiva de productos
lipidicos (principalmente colesterol LDL) y células inflamatorias en la pared
arterial en forma de placa de ateroma envuelta en una capsula fibrosa (Han and
Boisvert 2015; Hasturk and Kantarci 2015; Aarabi et al. 2017) que hace que el
tamano de la luz vascular se vea disminuido de forma progresiva hasta llegar
incluso a ser interrumpido, lo que tiene graves consecuencias en arterias
coronarias, cerebrovasculares y periféricas. De igual modo, las placas de ateroma
pueden romperse y dar lugar a la formacién de un trombo, que, en caso de
alcanzar alguna arteria coronaria, puede bloquear el paso de la sangre vy
desembocar en un sindrome coronario agudo (Hansson 2005) como el infarto de

miocardio, la angina inestable o la muerte subita (Kanwar et al. 2016).

Aunque se trata de una enfermedad multifactorial y entre los factores de riesgo
mas conocidos se encuentran la obesidad, la diabetes, el tabaquismo y la

hiperlipidemia (Larsen et al. 2015), la enfermedad periodontal ha venido
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demostrandose como un factor asociado de especial relevancia, no sélo por las
implicaciones bioldgicas propias sino también por el hecho de ser un factor cuya
prevencion y tratamiento es relativamente sencilla y econémicamente asequible
en comparacion con el tratamiento de las consecuencias del problema

cardiovascular.

Estudios clasicos a partir de encuestas de salud observaron ya en 1995 que
pacientes con enfermedad periodontal y pobre higiene oral tenfan 1,7 veces mas
riesgo de desarrollar enfermedad coronaria y 2,6 de morir por enfermedad
cardiovascular que los pacientes sin periodontitis (Loesche et al. 1998).
Posteriormente, otro estudio analitico demostré en 1996 una asociacién con
gradiente, es decir, que, al aumentar la severidad de la periodontitis, aumenté la
probabilidad de infarto de miocardio (Beck et al. 1996). Ademas, estudios mas
recientes, parecen demostrar también una asociacién independiente a través del
aumento de la presion sanguinea, que en Gltimo término podria afiadir otro factor
de riesgo afiadido (Mufioz Aguilera et al. 2021). Como consecuencia, la extension
y la severidad de la periodontitis da lugar a un aumento del tamano del infarto y
la severidad, segun los niveles de troponina | y mioglobina (Marfil-Alvarez et al.
2014), entre otros. Pero no solo asi. Estudios intervencionales y revisiones
sistematicas que también podriamos considerar clasicos, como los liderados por
Tonetti, Offenbacher, Sanz, D'Aiuto o Teeuw, entre otros, vinieron a confirmar
que, ademas de la asociacion epidemioldgica, habia un mecanismo bioldgico
que la explicaba y una serie de consecuencias positivas con el tratamiento de la
enfermedad periodontal, como son la mejora del flujo y dilatacion arterial
(Tonetti et al. 2007), la mejora en los niveles de marcadores de enfermedad
cardiovascular como lipidos, CRP y funciéon endotelial (D’Aiuto et al. 2013),

ademas de otros marcadores relevantes como TNF-q, fibrindégeno, colesterol

Gloria Gonzélez Pérez 51



Periostin en enfermedad periodontal y cardiovascular

total y HDL, siendo el tratamiento incluso méas beneficioso en paciente con co-

morbilidades (Teeuw et al. 2014).

1.D.1.Mecanismos biolégicos que explican Ila relacién

periodontal-cardiovascular

Una vez aclarada la asociacién estadistica en estudios observacionales y también
en estudios de intervencion, cabe plantearse cuél es el mecanismo bioldgico que
explica la relacion entre ambas patologias, profundizando mas alld de los

descritos genéricos para otras relaciones.

En el caso de la relacidén entre enfermedad periodontal y cardiovascular de
origen aterosclerético, podemos describir cuatro principales. A grandes rasgos,
estos mecanismos fueron originalmente propuesto por Gibson en 2006 para
explicar las distintas capacidades de P. gingivalis para participar en la interaccion
(Gibson et al. 2006). Aspectos muy similares han sido posteriormente ampliados
y discutidos por otros autores, quedando profusamente expuestos en trabajos
de revisién como los de Schenkein y Loss (Schenkein and Loos 2013), el Joint
EFP/AAP Workshop on Periodontitis and Systemic Diseases (Tonetti et al. 2013),
asi como los de Reyes (Reyes et al. 2013) o Herrera y colaboradores (Herrera et

al. 2020; Herrera et al. 2023):

1. Microorganismos del surco periodontal enfermo que pasan a sangre.
Bacteriemia.

2. Inflamacién local que aumenta los marcadores de inflamacién sistémica.
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3. Reaccién cruzada de anticuerpos frente a bacterias orales con células
endoteliales.

4. Efectos trombogénicos.

1.D.1.1. Bacteriemia

Este mecanismo se justifica en el hecho de que se ha podido demostrar evidencia
de bacterias periodontales en placas ateroesclerdticas de arterias coronarias
(Rath et al. 2014) y bacterias como P. gingivalis en células endoteliales de las
arterias coronarias y en la sangre tras la rotura de la placa. Entre las acciones que
desempefan las bacterias periodontales directamente en la lesidn
aterosclerdtica se encuentra provocar disfuncién endotelial (Amar and Engelke
2015), con expresién de moléculas de adhesién y quimioquinas que fomentan el
reclutamiento de monocitos y favorecen la inflamacion y depdsito de LDL

(Gibson et al. 2006).

Por otro lado, en pacientes con enfermedad periodontal se han detectado altas
concentraciones séricas de lipidos proaterogénicos, como LDLs, vLDLs (very low-
density lipoproteins) y triglicéridos, posiblemente debidas a un incremento de la
produccion de colesterol en el higado como respuesta a los LPS bacterianos y a
la reaccidn de fase aguda que se produce como consecuencia de la inflamacién.
Estos lipidos posteriormente son capaces de acumularse en el interior de la
intima arterial y promover el proceso aterosclerdtico. Por Ultimo, ademas de la
presencia de dislipidemia en pacientes con periodontitis (Schenkein et al. 2020),
se ha descubierto que P. gingivalis favorece la transformacién de macréfagos en

células espumosas a través del incremento de la captura de particulas LDL,
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gracias a la sobreexpresién de un tipo de receptor de superficie y la reduccidn

de la salida de colesterol de los macréfagos (Hajishengallis 2014b).

Diversos estudios, de hecho, han correlacionado la carga microbioldgica de
bacterias periodontopatégenas con el grosor de la tunica intima y media
(Desvarieux et al. 2005). Ademas, concretamente en el caso de la P. gingivalis,
este aumento se ha demostrado multiplicativo del efecto de la dieta como factor

de riesgo coadyuvante (Brodala et al. 2005).

1.D.1.2.  Inflamacidn local que aumenta los marcadores de inflamacion sistémica

La inflamacidn sistémica estd mediada por moléculas inflamatorias, algunas de
las cudles son producidas en la inflamacién localizada en el periodonto (Hasturk
and Kantarci 2015). Las citoquinas de la respuesta innata (TNF-qa, IL-18 e IL-6) y
quimioquinas inflamatorias secretadas en los tejidos periodontales enfermos
pasan al torrente sanguineo teniendo repercusiones sistémicas a nivel del
endotelio vascular con reclutamiento de monocitos y depdsito de LDL. En
respuesta al aumento de inflamacidn sistémica, el higado también desarrolla una
respuesta de fase aguda, con secrecion de diferentes proteinas, incluyendo CRP
(que se considera uno de los principales marcadores de riesgo cardiovascular),
fibrindgeno y amiloide A sérico. Estas proteinas son capaces de promover la
aterosclerosis al favorecer la produccién de moléculas de adhesién endotelial y

citoquinas proinflamatorias (Schenkein and Loos 2013; Hajishengallis 2014b).
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1.D.1.3.  Reaccion cruzada de anticuerpos frente a bacterias orales con células

endoteliales

Consiste en el reconocimiento de proteinas propias del huésped como extrafias
por parte de ciertos anticuerpos producidos frente a las bacterias periodontales
debido a la similitud de dichas proteinas con las moléculas del patégeno. Esto
ocurre, por ejemplo, con los autoanticuerpos frente a las proteinas de choque
térmico (HSPs, heat-shock proteins) (Gibson et al. 2006). Estos anticuerpos
pueden incrementar la inflamacién y promover asi el proceso aterosclerético

(Schenkein and Loos 2013; Cekici et al. 2014).

1.D.1.4. Efectos trombogénicos

Ademas de lo anterior, infecciones locales o sistémicas pueden tener efectos
trombogénicos que, en caso de alcanzar zonas debilitadas o con placas
ateromatosas en desarrollo pueden agravarlas o contribuir a sus efectos

negativos.

Esta trombogénesis puede clasificarse en:

e Inespecifica. El fibrindgeno y lipoproteinas plasméticas son activados de forma
inespecifica por las infecciones locales o sistémicas, contribuyendo a un
aumento de la viscosidad de la sangre.

e Especifica: Ademas, algunas bacterias periodontopatdégenas liberan proteinas
de agregacioén plaquetaria (PAAP) que favorecen la formacion de coagulos; de

modo similar, las plaquetas se activan y unen en presencia de Streptococcus
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sanguis y P. gingivalis, contribuyendo en ambos casos a la formacién de

trombos (Hajishengallis and Chavakis 2021).

Por todo lo expuesto, podemos indicar que en la asociacidn entre enfermedad
periodontal y aterogénesis nos encontramos ante muchos de los criterios de
causalidad de Bradford-Hill, como son la consistencia, plausibilidad, coherencia,
analogia, y gradiente bioldgico, si bien faltaria aun por confirmar otras

especialmente relevantes como la temporalidad y reversibilidad (Hill 1965).

A modo de resumen (Figura 3), existen una serie de factores de riesgo genéticos
y ambientales que conducen a una condicién de hiper-respuesta inflamatoria de
tal forma que generard, por un lado, una respuesta local en el tejido periodontal
frente a la flora del surco resultando en la destrucciéon del tejido conectivo y dseo
con las manifestaciones clinica propias de la enfermedad periodontal. Por otro
lado, esa misma hiper-respuesta inflamatoria contribuye al desarrollo propio de
la placa de ateroma de forma directa y también indirecta a través de la respuesta
que se genera por la flora patégena periodontal que mediante los fendmenos de
bacteriemia y liberacion de factores de virulencia contribuird también a la

aterogeénesis.
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Figura 3: Diagrama resumen de los mecanismos bioldgicos de interaccidn entre la enfermedad
periodontal y la aterogénesis.

Con todo ello, ya en 2012, la American Heart Association y la European Society
on Cardiology reconocieron a la enfermedad periodontal como un factor de
riesgo adicional para la aterosclerosis e independiente de otros factores
comunes como edad, género, educacidn, tabaco, alcohol, hipertension, y estrés,
en cuya asociacidon posiblemente participe una respuesta inflamatoria comdn.
Por tanto, aunque la asociacion causal no quede establecida de forma clara ni,
segun estos expertos, haya datos concluyentes que prueben que la intervencién
de la enfermedad periodontal prevenga la enfermedad aterosclerética ni sus
consecuencias ni las posibles vias, si hay un efecto claro en la reduccién de la
inflamacion sistémica y la mejora de la disfuncion endotelial (Lockhart et al. 2012;
Perk et al. 2012). Asi, el consenso comun de la European Federation of
Periodontology y la American Academy of Periodontology sobre Periodontitis y

Enfermedades Sistémicas recomendd la realizacidn de estudios intervencionales
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novedosos y bien disefados para contribuir al avance del conocimiento en el

campo (Tonetti et al. 2013).

1.E. PERIOSTIN

En el mantenimiento periodontal son especialmente relevantes las proteinas
matricelulares y, en concreto, periostin (gen POSTN), una proteina de 835
aminoacidos y 90kDa de la familia de la fasciclinas (Horiuchi et al. 1999). De
hecho, presenta, en su secuencia, una sucesiéon de dominios estructurales EMI,
repeticién de 4 dominios FAS y terminacién en la region C-terminal (Khurshid et
al. 2020). Su expresién esta regulada por la estimulacién mecéanica que escinde
una fraccién extracelular del TGF-31 latente (factor de crecimiento transformante
beta 1), de tal forma que, a través de sus receptores en la membrana celular,
estimulan la activacién citosdlica de SMAD (familia de proteinas de factores de
transcripcién) y MAPK/ERK (via de sefnal extracelular regulada por kinasas), que
a su vez inducen la produccién de Twist1; Twist1 también es estimulado a través
de la uniéon de TGF-B1 con integrinas Alpha v - Beta 3 de la membrana celulary
la activacion de la via FAK/src. La produccién de Twist1 es la responsable directa

del aumento de la sintesis de periostin.

Esta proteina no lleva a cabo un papel estructural, sino que realiza funciones
reguladoras debido a la interaccion con proteinas de la matriz extracelular e
integrinas cambiando el fenotipo celular y la funcion (Conway et al. 2014;
Frangogiannis 2019). Asi, podemos describir que su principal funcion consiste en
la interaccion con el coldgeno durante la fibrilogénesis para aumentar su

entrecruzamiento (Garnero 2012). Para ello, a través de sus dominios FAS y EMI
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interacciona con la fibronectina y BMP1, inducidas a su vez por mecanismos pro-
inflamatorios como IL-4, IL-13 o la propia TGF-B1, dando como resultado la
activacion de la lisil-oxidasa, que es la encargada de entrecruzar las moléculas de
coldgeno generando enlaces de lisina en las compuestos piridinolin (Figura 4).
El resultado es un aumento en la resistencia mecanica del tejido al generar fibras

de coldgeno de mayor didmetro (Norris et al. 2007).

Estrés
Factores pro- mecanico
inflamatorios
l TGF-[?;ll'atente
IL-4, IL-13 TGF-B

Figura 4: Representacidén esquemética de las vias de induccién de la produccion de periostin y su
funcién principal.

Por este motivo funcional principal, periostin se expresa en diversos tejidos con

alto contenido en coldgeno como el periostio y véalvulas cardiacas. Ademas,

interviene en el desarrollo embrionario y la formacién de huesos (Bonnet et al.
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2009; Bonnet et al. 2013; Bonnet et al. 2016). Es especialmente especifica del
ligamento periodontal (Figura 5) (Hamilton 2008), donde juega un papel
esencial para su mantenimiento (Rios et al. 2005; Rios et al. 2008). En cualquier
caso, periostin se ha descrito como una proteina multifuncional que desempena
diferentes funciones tanto en procesos fisiolégicos como patoldgicos, siendo el
remodelado tisular como respuesta al dano el denominador comin de todos

ellos (Conway et al. 2014).

:

|

|

e |
Ligamento
Periodontal

Figura 5: Diferentes tejidos en los que podemos encontrar periostin, fundamentalmente, y su alta
especificidad por el ligamento periodontal (en rojo) en una imagen de inmunofluorescencia. Se
observa de forma detallada la distribucidén siguiendo la estructura fibrilar del ligamento y
especificamente de los haces de fibras de coldgeno que se insertan en el hueso y en la dentina.

Dentina

1.E.1. Periostin en ligamento periodontal

Las investigaciones iniciales sobre periostin y el desarrollo cardiaco llevaron a la
generacién de ratones knock-out (KO) para esta proteina. Su estudio detallado
demostré la presencia de alteraciones en la formacién de los dientes, con
frecuentes fallas estructurales y de mineralizacién, especialmente incisivos, que

son de crecimiento continuo en los roedores, junto con procesos de reabsorcién
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radicular externa. Ademés, cuando los molares entraban en oclusién tras la
erupcion aparentemente normal, se desarrollaban lesiones periodontales
descontroladas y que se asemejaban mucho a las ocurridas en la enfermedad
periodontal (Figura 6) (Rios et al. 2005; Rios et al. 2008). A nivel histoldgico, el
proceso inflamatorio podria asemejarse también al proceso que puede

detectarse en una enfermedad periodontal crénica.

Maxilta

—

2s

Figura 6: Imagen por microtomografia computarizada de las estructuras alveolares y dentarias en
ratones normales (wild-type; WT)y knock-out para periostin. Se observa la integridad de la estructura
del hueso alveolar en el primero de los casos en contraposicion a la destruccion severa en el
segundo.

De ahi, surgieron lineas de trabajo en las que pudieron demostrarse, en el dmbito
periodontal, tanto in vitro, en animales y clinicamente con pacientes, algunos

aspectos interesantes.
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En el periodonto, periostin es producido por fibroblastos especializados
gingivales y del ligamento periodontal. Asi, el primero de los estudios demostré
que la expresion de periostin in vitro por parte de células fibroblasticas de
ligamento periodontal disminuye por el efecto de factores de virulencia
bacterianos, concretamente lipopolisacaridos de P. gingivalis, y pro-
inflamatorios, concretamente el factor de necrosis tumoral Alpha (TNF-a). Este
efecto negativo fue alin més evidente cuando se empled la combinacién de
ambos factores deletéreos (Padial-Molina et al. 2013). In vivo, se desarrollé un
estudio en animales a los que se indujo una situacién de enfermedad periodontal
mediante ligaduras con hilos de seda alrededor de los molares. El anaélisis
mediante  microtomografia  computarizada,  histologia  convencional,
inmunohistoquimica e inmunofluorescencia demostré una correlacién negativa
entre los niveles de expresion de periostin y el infiltrado inflamatorio vy
destruccion del hueso alveolar. Esto sirvié para sugerir un rol protector de
periostin frente a la patogénesis de la enfermedad (Padial-Molina et al. 2012). De
hecho, a continuacién se desarrollé otro estudio en el que se evaluaron muestras
humanas de tejido periodontal sano (extraido por motivos estéticos) en
comparacién con muestras obtenidas durante la realizaciéon de tratamiento
quirdrgico de la enfermedad periodontal. Este estudio confirmé la distribucidn
normal de periostin de forma evidente en el tejido siguiendo una alineacidn
fibrilar acompanando a los haces de fibras de colageno. Por el contrario, en tejido
enfermo, la distribucién de periostin, ademas de ser mas leve, fue mas difusa. En
el fluido crevicular y en suero, por el contrario, los niveles de periostin no sélo no
siguieron este patrdn sino que de hecho fueron mas elevados en pacientes con
enfermedad (Padial-Molina et al. 2015). Resultados similares, en suero, han sido
también observados por otros estudios (Balli et al. 2015). El tratamiento
periodontal aumentd los niveles de periostin en fluido crevicular (GCF),

especialmente en pacientes enfermos, aunque de forma transitoria, por lo que se

62 Gloria Gonzélez Pérez



Periostin en enfermedad periodontal y cardiovascular

propuso que se trataria de un aumento con objeto de asistir en la curacidn

postquirdrgica (Padial-Molina et al. 2015).

La implicacion de periostin en los procesos de curacion de heridas fue objeto
también de una serie de trabajos por parte del mismo grupo. Por su distribucion
en salud y enfermedad, periostin fue usado como marcador de funcionalidad
periodontal en tejidos mecanicamente competentes tras procesos de
regeneracion (Park et al. 2012; Park et al. 2014). Pero, ademds, se pudo
demostrar que periostin es capaz de promover la migracién, proliferacién vy
supervivencia celular de células del ligamento periodontal (Padial-Molina et al.
2014) asi como células epiteliales (Rosselli-Murai et al. 2013) a través de
interacciones con integrinas, activandose la ruta celular AKT/PKB/mTOR. En
ambos casos, el aporte externo de periostin fue capaz de recuperar los efectos
negativos del tratamiento con factores inflamatorios y derivados bacterianos.
Resultados similares respecto a la dificultad en la curacién de heridas cutaneas
han sido también observados por otros estudios (Nishiyama et al. 2011;

Nikoloudaki et al. 2020).

Por tanto, en resumen, como se ha descrito, periostin parece esencial para la
funcién y mantenimiento estructural de las estructuras de soporte del diente en
condiciones de salud. En este tejido, con altisimos requerimientos mecanicos, asf
como en otros en los que estd presente de forma normal, periostin juega ese
papel indispensable ya que estaria en un continuo intento de compensacién del
dano generado. Sin embargo, en otros tejidos, el mantenimiento de la expresidn
elevada mas alld del tiempo necesario conduciria a situaciones patoldgicas,
ocasionando procesos fibréticos, con la consecuente alteracién de la funcidn

normal (Conway et al. 2014; Walker et al. 2016; Nikoloudaki et al. 2020). Periostin
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promueve, en algunos tejidos donde no es normal que se exprese, la aparicidn
de fibrosis, lo que en ciertos tejidos altera su estructura y funcién, como en alergia
(Izuhara et al. 2014), asma (Jia et al. 2012), enfermedades renales (Mael-Ainin et
al. 2014) y metastasis (Contie et al. 2011), entre otras (Walker et al. 2016; Yang et

al. 2022).

1.E.2. Periostin en el sistema cardiovascular

En el sistema cardiovascular, origen como se mencioné anteriormente de
muchas de las investigaciones realizadas sobre esta molécula, periostin es
necesario y altamente expresado durante el desarrollo cardiaco. De hecho,
ratones KO presentan hasta un 15% de mortalidad temprana post-nacimiento
debido a problemas relacionados con insuficiencias cardiacas y otras
cardiopatias (Conway and Molkentin 2008). En el corazén adulto, sin embargo,
periostin no se expresa a niveles especialmente elevados, pero aumenta tras
eventos agudos en los que se hace necesaria una estabilizacion del tejido
habiendo demostrado incluso la capacidad de inducir la re-entrada al ciclo
celular de cardiomiocitos (Dorn 2007; Kuhn et al. 2007; Shimazaki et al. 2008;
Polizzotti et al. 2012; Wang et al. 2012). A corto plazo, esto ocasiona una
remodelacion fibrética (Teekakirikul et al. 2010; Zhao et al. 2014) y la
subsecuente pérdida de funcion (Katsuragi et al. 2004; Asakura and Kitakaze

2009; Cheng et al. 2012; Ling et al. 2014).

En base a ello, se ha sugerido su uso como marcador de la severidad del dafo
cardiaco (Liu et al. 2013; Ling et al. 2014; He et al. 2018). De hecho, se han

detectado niveles elevados de periostin circulante tras infarto agudo de
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miocardio (Tin et al. 2023). El mantenimiento de estos niveles elevados se
correlacioné también con riesgo aumentado de nuevos eventos cardiacos (Ling
et al. 2014). Una posible explicacion sugiere que periostin puede contribuir a un
aumento de la vulnerabilidad de los cardiomiocitos frente al infarto agudo de
miocardio al aumentar (Hu et al. 2022), aunque periostin también induce el
reclutamiento de cardiomiocitos a la zona infartada. Segun esto, debe existir un
balance entre el efecto beneficioso y niveles bajos que eviten el proceso de
fibrosis (Conway et al. 2014). Como debe ser esperado, en esta secuencia de
acciones y resultados, el tiempo juega un papel fundamental. Asi, en las primeras
etapas, durante los primeros dias, periostin contribuye a la generacién de la
cicatrizy fibrosis en la zona infartada con objeto de prevenir la ruptura de la pared
ventricular, efecto que se mantiene hasta 7 dias, cuando comienza a disminuiry

vuelve a los niveles basales tras 28 dias (Gil et al. 2022).

En placas aterosclerdticas periostin estd aumentado (Bagnato et al. 2007) y
contribuye a la aterogénesis (Hixson et al. 2011) al aumentar la migracién de
células de la musculatura lisa (Li et al. 2010), remodelacién de la capa adventicia
(Wang et al. 2022), angiogénesis y producciéon de MMPs (Hakuno et al. 2010) asi
como la calcificacién de la placa (Alesutan et al. 2022). Todo ello aumenta el
riesgo de enfermedad coronaria aterosclerdtica (Wang et al. 2011; He et al.

2018).

No existen datos sobre la existencia de pacientes incapaces de expresar periostin
ni sobre los niveles medios que puedan ser considerados representativos de
salud. Sin embargo, la relevancia de periostin tanto en el tejido periodontal como
en la aterogénesis, el hecho de que pacientes con periodontitis presenten un

aumento en los niveles de periostin en suero, inversamente correlacionados con

Gloria Gonzélez Pérez 65



Periostin en enfermedad periodontal y cardiovascular

los niveles en GCF, y que la reduccién en los niveles de periostin observada tras
el tratamiento quirdrgico de la enfermedad periodontal podria contribuir a
reducir los efectos negativos a distancia, hacen que el estudio de su papel en la
posible interacciéon entre ambas enfermedades sea necesario. El estudio,
metodologia y resultados presentados a continuacién han sido publicados

recientemente en una revista internacional en el modo acceso abierto (Padial-

Molina et al. 2023).
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2. HIPOTESIS

La hipdtesis general del presente estudio, como muestra la Figura 7, es que la
reduccién de los niveles de periostin tras el tratamiento de la enfermedad
periodontal es proporcional a la mejora de los marcadores sistémicos de

enfermedad cardiovascular por aterosclerosis.

Esto se basa en que la interaccién de ambas enfermedades mediante periostin
es plausible biolégicamente ya que periostin es necesario a nivel local para el
mantenimiento del ligamento periodontal, mientras que, a nivel sistémico,
aumenta en procesos de fibrosis vascular e invasiéon endotelial en placas de
ateroma. Asi, la reduccién de periostin sistémico tras el tratamiento periodontal
reduciria los estimulos negativos que ejerce a nivel vascular en la enfermedad

aterosclerética.

Tratamiento
Periodontal |

S\

Figura 7: Representacién esquemdtica de la hipdtesis de estudio.
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3.

OBJETIVOS

El objetivo global de la presente Tesis Doctoral fue la evaluacién del efecto del

tratamiento de la enfermedad periodontal en la enfermedad aterosclerética

coronaria a través de los niveles circulantes de periostin.

Esta via de interaccién entre periodontitis y aterosclerosis se analizé mediante un

estudio clinico aleatorizado en pacientes periodontales con aterosclerosis

coronaria tratados con terapia quirdrgica periodontal o no quirdrgica mediante

raspado y alisado radicular.

Para ello se establecieron los siguientes objetivos de trabajo:

1.

Evaluar los niveles basales de periostin en suero y fluido crevicular en
pacientes con aterosclerosis coronaria y enfermedad periodontal

concomitante.

2. Analizar las variaciones de periostin en suero y fluido crevicular a lo largo del

tiempo en pacientes con aterosclerosis coronaria tras recibir tratamiento

para la enfermedad periodontal.

3. Evaluar el impacto de la cirugia periodontal en las concentraciones de

distintos marcadores de periodontitis y aterosclerosis, observando su
variacién a lo largo del tiempo y comparédndolos con los del tratamiento no

quirdrgico.
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4. METODOLOGIA

4.A. DISENO Y CONSIDERACIONES ETICAS

El presente trabajo fue disefiado como un estudio clinico aleatorizado de
intervencion en el que se comparé la terapia quirdrgica periodontal con un
comparador no quirdrgico en que se realizd tratamiento periodontal mediante
raspado y alisado radicular. Se diseid para incluir pacientes con enfermedad
periodontal y enfermedad aterosclerética de las arterias coronarias. El estudio

fue disefiado segun los criterios de la Guia CONSORT (Schulz et al. 2010).

El estudio fue realizado reclutando pacientes tanto en el Servicio de Cardiologia
del Hospital Virgen de las Nieves (Granada) como en la Facultad de Odontologia
de la Universidad de Granada, donde ademds se realizd el tratamiento
periodontal y recogida de muestras y datos clinicos. El andlisis de muestras se
realizé en el Centro de Investigacion Biomédica de la Universidad de Granada.
Por este motivo, se solicité evaluacion de los aspectos éticos y se obtuvo
aprobacién tanto por parte del Comité de Etica en Investigacién Humana de
Granada (Junta de Andalucia, Espafa), quedando registrado el estudio con
nimero 0296-M1-16, como por parte del Comité de Etica en Investigacidn
Humana de la Universidad de Granada, quedando registrado con niimero 937.
Ademas, antes de comenzar el estudio, se registré el protocolo en el International
Standard Randomized Controlled Trial Number con ndmero de registro

ISRCTN 17884414 (https://doi.org/10.1186/ISRCTN17884414).
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Asi, los pacientes interesados en participar en el estudio fueron informados de
forma exhaustiva sobre los objetivos, procedimientos, riesgos, beneficios,
expectativas, compromisos, derechos y responsabilidades antes de firmar de

forma voluntaria su consentimiento para participar en el estudio.

4.B. CALIBRACION Y ENTRENAMIENTO

Se considerd como standard uno de los directores de esta Tesis Doctoral, siendo
la Doctoranda la evaluadora calibrada. Los pacientes participantes en los
ejercicios de calibracidén fueron recompensados por su tiempo mediante la

realizacién de una limpieza bucal gratuita.

Previo al reclutamiento de pacientes, se realizé una sesién de calibracion en 3
pacientes no participantes en el estudio. En ella, se estandarizaron criterios de
recogida de datos y se homogeneizé la realizacién del periodontograma. El
examen, que se repitié con un margen de 2 horas, consistié en la realizacion de

un periodontograma completo con medicién de:

- Profundidad de sondaje (PD): distancia desde el margen gingival (GM) hasta
el fondo de la bolsa gingival.

- Recesidn gingival (GR): distancia desde el GM a la unién amelo-cementaria
(CEJ) u otro punto fijo de referencia en el diente como margen de prétesis o
restauraciones, en caso de existir y/o alterar la detecciéon del CEJ. Se

utilizaron valores positivos cuando la posicién del margen estaba coronal a
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la referencia (sobrecrecimiento) y negativos cuando el margen estaba en una
posicion apical respecto a la referencia (recesion gingival).

- Nivel de insercion clinica (CAL = PD+GR).

- Sangrado al sondaje (BOP): se registré de forma dicotdmica, como presente

O ausente.

Dichas medidas se realizaron en 6 sitios por diente (mesio-bucal, bucal, disto-
bucal, disto-lingual, lingual y mesio-lingual) con una sonda periodontal
milimetrada en todos los dientes naturales excepto terceros molares. Ademas, se
analizaron de 3 radiografias periapicales para medir la distancia entre un punto

fijo en el diente y la cresta dsea interdentaria.

Para que el ejercicio de calibracidn y entrenamiento fuese exitoso, se establecio
que tanto para las medidas clinicas como radiograficas se deberia obtener un
minimo de un 90% de reproducibilidad (£1mm) intra-examinador y 80% inter-
examinador frente al “gold standard”, que en este caso fue uno de los Directores
de la presente Tesis Doctoral. Dichos niveles fueron alcanzados sin dificultad ni

necesidad de recalibracién.

4.C. POBLACION DE ESTUDIO

Para llevar a cabo este estudio se contd con la participacion de personas adultas
que previamente a su inclusion firmaron un consentimiento informado. En base
a nuestros estudios previos (Padial-Molina et al. 2015), se consideré necesario

incluir a un total de 10 pacientes por grupo, teniendo en cuenta, ademas, que al
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no haberse estudiado antes la interaccién propuesta, el estudio se consideré de

tipo piloto.

Los criterios de inclusién se definieron para seleccionar individuos de ambos
géneros en edades comprendidas entre los 18 y los 75 afios que hubieran sido
diagnosticados con enfermedad periodontal crénica severa, actualmente
clasificada como enfermedad periodontal localizada o generalizada de estadio
lll, grado B (Tonetti et al. 2018), con necesidad de tratamiento quirdrgico (Sanz et
al. 2020); concretamente debian presentar al menos un cuadrante con 6 o mas
dientes naturales que no necesitasen ser extraidos excluyendo terceros molares,
con mas del 10% de sitios con sangrado al sondaje (BOP) y méas del 30% de los
dientes con mas de 6 mm de profundidad de sondaje (PD). Ademas, los
pacientes debian también presentar enfermedad aterosclerdtica de las arterias
coronarias definida por presencia de estenosis de una arteria coronaria 250% o
por haber sufrido un evento coronario entre los 6 y 36 meses anteriores,
incluyendo infarto agudo de miocardio o intervencion para realizacidon de bypass

o colocacién de stent en alguna o varias arterias coronarias.

Los candidatos fueron excluidos si habian sufrido un evento coronario en un
periodo de 6 meses anterior al estudio, si presentaban fallo renal (creatinina >
1.5mg/dl), enfermedad hepatica o pulmonar descontrolada, tumor maligno,
enfermedad autoinmune, trastorno neuroldgico o psiquiatrico, diabetes mellitus
descontrolada, enfermedad infecciosa (distinta de la enfermedad periodontal), si
habian recibido terapia antibidtica o periodontal en los 3 meses anteriores al
estudio, si tenfan historial de alcoholismo o abuso de drogas o si presentaban
alguna otra condicién oral que debiese ser tratada o lo estuviese siendo (como

tratamiento ortoddntico, caries, etc.).
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Adicionalmente, una vez incluidos en el estudio y durante el periodo de
seguimiento, se establecieron unos criterios de exclusion secundarios que
consistieron en la deteccién de una progresion de la enfermedad periodontal de
més de 2 mm en la reevaluacién a los 3 meses, infarto o re-infarto con o sin

necesidad de intervencidén, o necesidad de re-intervencidn cardiovascular.

4.D. PROCEDIMIENTOS DE ESTUDIO

Los individuos se agruparon de manera aleatoria en dos grupos: grupo de
terapia quirurgica periodontal, cuyos miembros recibieron, en el cuadrante en
peor estado, tratamiento quirdrgico para la enfermedad periodontal mediante
reduccion de las bolsas periodontales con colgajo de acceso o de Widman
modificado y cirugia ésea cuando fue preciso (Sanz et al. 2020), asi como
tartrectomia completa, con retirada de sutura tras 7 dias, y un grupo no
quirdrgico, en el que se implementd una terapia no quirdrgica con raspado y

alisado radicular completo en una sesién.

Cuando fue necesario, se prescribié terapia analgésica-antiinflamatoria vy
antibiética. En todos los casos, se indicaron las recomendaciones
postoperatorias, medidas de higiene oral y uso de enjuagues de clorhexidina

durante dos semanas.

La Tabla 1 muestra de forma esquemética los procedimientos realizados, asi

como su temporizacion y distribucién por visitas.
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Tabla 1: Descripcidn ilustrativa de los procedimientos a realizar en cada visita y su temporizacién.

VISITAS . o o Visita4 | Visita5 | Visitaé | Visita7
Visita 1 Visita 2 | Visita 3
(2 (4 (3 (6

Inclusid Inici 7 di
PROCEDIMIENTOS (Inclusion) | - (Inicio) -\ (7 dias) semanas) | semanas) | meses) | meses)

Consentimiento Informado

Historia Médica y Dental,
Instrucciones de higiene oral

Presién arterial, BMI,
glucemia

Examen Periodontal
(Periodontograma)

Radiografia

Fluido Gingival, Sangre

Tartrectomia completa

Cirugia Periodontal (grupo
test)

Retirada de sutura (grupo
test)
Duracion de la visita 2h 3h 0.5h 1h 1h 2h 3h

4.E. RECOGIDA DE DATOS Y MUESTRAS

Esquemaéticamente, hemos resumido la secuencia de actuaciones y datos a

recoger en la Figura 8.
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Figura 8: Secuencia de recogida de datos y muestras, asi como indicacién del objetivo al que se
corresponden.

4.E.1. Examen clinico

En una primera visita, se registré una historia oral y médica completa, que incluia
edad, sexo, nivel maximo de estudios, diabetes, tipo y tiempo transcurrido desde
el evento cardiovascular y altura. Ademas, tanto en la primera como en el resto
de las visitas, se registraron los habitos tabaquicos y de consumo de alcohol,

peso, indice de masa corporal (IMC), presién arterial en reposo y glucemia.

A continuacidn, en la primera visita, asi como a los 3 y 6 meses, se realizé un
examen oral y periodontal que consistid, al igual que durante la calibracion, en la

realizacion de las siguientes medidas en 6 sitios por diente (mesio-bucal, bucal,
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disto-bucal, disto-lingual, lingual y mesio-lingual) con una sonda periodontal

milimetrada en todos los dientes naturales excepto terceros molares:

- Profundidad de sondaje (PD): distancia desde el margen gingival (GM) hasta
el fondo de la bolsa periodontal.

- Recesidn gingival (GR): distancia desde el GM a la unién amelo-cementaria
(CEJ) u otro punto fijo de referencia en el diente como margen de prétesis o
restauraciones, en caso de existir y/o alterar la deteccion del CEJ. Se
utilizaron valores positivos cuando la posicién del margen estaba coronal a
la referencia (sobrecrecimiento) y negativos cuando el margen estaba en una
posicion apical respecto a la referencia (recesion gingival).

- Nivel de insercion clinica (CAL = PD+GR).

- Sangrado al sondaje (BOP): se registré de forma dicotdmica, como presente

O ausente.

Se anotaron, ademas, los indices de inflamacién gingival y placa (Loe 1967) en 4

areas por diente (mesial, bucal, distal y lingual):

- Indice gingival:

o 0= Encianormal.

o 1 =Inflamacién leve sin sangrado.

o 2 = Inflamacién moderada con BOP.

o 3 =Inflamacién severa con sangrado espontaneo.
- Indice de placa:

o 0=No placa.

o 1 =Placa detectable con sonda.

o 2= Acumulacién evidente.

o 3 =Acumulacién abundante.
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Tras el tratamiento y hasta las 4 semanas, se registré la cicatrizacidon de la herida

(WHI) como (Morelli et al. 2011):

- 0 = Cicatrizacion madura de la herida.
- 1 =Eritema.

- 2 =Hemorragia espontanea.

- 3 = Movilidad del colgajo.

- 4 =Supuracion.

- 5= Necrosis.

Finalmente, tras el tratamiento y también hasta las 4 semanas, los pacientes
registraron el dolor general en una escala de 100 mm donde 0 indicaba ningun
dolory 100 indicaba el méximo dolor imaginable. La mediciéon en milimetros de

esta escala fue registrada en el formulario.

4.E.2. Obtencion de muestras

Se obtuvieron muestras procedentes de dos origenes distintos: fluido crevicular
(GCF) y sangre, que fue centrifugada para obtener el suero. El primer tipo de
muestras de recogié en cada visita desde la visita inicial mientras que la sangre

se extrajo sélo el dia de la intervencidn, a las 2 semanasy a los 3 y 6 meses.

4.E.2.1. Fluido crevicular (GCF)

La toma de fluido crevicular se realizé siguiendo la misma metodologia que en

estudios previos y que de hecho estd ampliamente avalada por la literatura
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(Padial-Molina et al. 2015). El procedimiento consiste en aislar la zona mediante
torundas de algodén, secar ligeramente con aire y eliminar la placa supragingival
blanda mediante un instrumento suave evitando en todo momento interferir con
el surco. Posteriormente, se inserta cuidadosamente la tira de papel (PerioPaper)
en el surco gingival y se deja en posicidon durante 30 segundos. Inmediatamente
después, las tiras son extraidas y almacenadas en tubos Eppendorf a -80°C hasta

el procesamiento para el anélisis.

4.E2.2. Suero

Para la obtencién de suero, primero se extrajo un volumen de 10 ml de sangre
venosa periférica mediante puncién venosa braquial, que se recolectaron en
tubos de extraccion de sangre BD Vacutainer®. Inmediatamente se procedié a la
separacion en plasma y suero mediante centrifugacién durante 10 min a 1000 g.
El suero sobrenadante se recolecté y almacend a -80°C hasta su andlisis. El

plasma fue descartado.

4.E.3. Tratamiento y analisis de muestras

Las muestras de GCF obtenidas en las tiras de papel se prepararon para el andlisis
a través de un procedimiento con distintos lavados y centrifugaciones.
Concretamente, la extraccion de fluido de la tira de papel se realizé6 mediante la
impregnacién con una solucién preparada de la siguiente forma. A 49 ml de PBS
(“phosphate buffered saline”, tampdn salino fosfatado), se anadieron 250 pl, es
decir, de PMSF (“phenylmethanesulfonyl’) preparado en metanol a

concentracion 200mM, 500 pl de aprotinina en concentracién 1mg/ml en agua
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destilada y 167 pl de albdmina humana al 30%. Con esta solucién, se realizaron
lavados de cada tira, en tubos separados, con voliumenes sucesivos de 20 pl y
centrifugacién a 2000rpm, 4°C, durante 5 minutos. Con la realizacién de un total
de 5 lavados se obtuvo un volumen final de 100 pl. Esta solucién final se congeld
nuevamente a -80°C hasta su analisis. Las muestras de suero no necesitaron

preparacion previa salvo dilucidon en caso necesario segun el kit a utilizar.

Asi, una vez preparadas las muestras de ambas procedencias se procedié a su
analisis empleando un test de tipo ELISA-multiplex basado en la tecnologia de
perlas magnéticas Luminex® xMAP® (EMD Millipore's MILLIPLEX® MAP, Merck).
Utilizamos este tipo de ensayo porque permite analizar multiples moléculas en la
misma muestra a través de su deteccion por diferentes anticuerpos frente a cada
una de ellas, por lo que no requiere de grandes cantidades de muestra, que es
una de las limitaciones fundamentales del estudio del GCF. Concretamente se

utilizaron 3 kits diferentes para los distintos grupos de marcadores a analizar:

- Kit para citocinas HCYTOMAG-60 K, para detectar IFN-y, IL-1B3, IL- 6, IL-10,
MIP-1ay TNF-a.

- Kit para marcadores relacionados con la salud cardiovascular HCVD3MAG-
67 K, para detectar CRP, fibrinégeno, L-selectina y factor de von Willebrand.

- KitHCMBMAG-22 K personalizado para incluir sélo periostin.

Los marcadores que fueron analizados en este estudio, asi como un breve
resumen de sus caracteristicas, proceso en el que se encuentran implicados y tipo

de respuesta, se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2: Resumen de las principales caracteristicas de los marcadores analizados en el estudio.

Marcador

Enfermedad

Tipo de respuesta

CRP

Aterosclerosis

Proinflamatoria y pro-aterogénica

Fibrindgeno

Aterosclerosis

Pro-aterogénica

IFN-y

Periodontitis y

aterosclerosis

Respuesta adaptativa pro-

inflamatoria

IL-1B

Periodontitis y

aterosclerosis

Respuesta innata pro-inflamatoria

IL-6

Periodontitis y

aterosclerosis

Respuesta innata pro-inflamatoria

IL-10

Periodontitis y

aterosclerosis

Respuesta innata y adaptativa anti-

inflamatoria

L-selectina

Aterosclerosis

Pro-aterogénica

MIP-1a

Periodontitis

Respuesta innata pro-inflamatoria

TNF-a

Periodontitis y

aterosclerosis

Respuesta innata pro-inflamatoria

Factor de von

Aterosclerosis

Pro-aterogénica

Willebrand

Para la deteccion de los marcadores indicados se siguié un protocolo general,
segun la recomendacién del fabricante y que para los tres kits fue similar, a
excepcion de los parametros del sistema de lectura, que se introdujeron segun
lo indicado por el fabricante. En primer lugar, se procedié a la preparacién de los
reactivos, incluyendo la solucién conteniendo las microesferas con anticuerpos
inmovilizados, el tampdn de lavado y los distintos estandares y diluciones para
obtencién de las concentraciones conocidas con las que generar la curva patrén;
frente a ella se enfrentaran los datos de absorbancia de cada marcador para asi
obtener la concentracién. Una vez preparados los reactivos, primero se realizé el
lavado con tampdn de los 96 pocillos de la placa proporcionada por el kit. A
continuacién, se afiadieron los estandares y el tampdn de ensayo y la solucidn

matriz (segun el kit) en los pocillos designados para cada estandar y muestra.
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Después se afadieron las muestras de GCF o suero (con las diluciones
adecuadas segun la recomendacién de cada kit). A continuacidn, se afadieron
las microesferas magnéticas. El conjunto fue incubado a 4°C durante toda la
noche para, finalmente, realizar los lavados necesarios, anadir los anticuerpos de
deteccién, que se incubaron durante 1 hora, para volver a lavar y anadir la
estreptavidina-ficoeritrina e incubar durante otros 30 minutos. Por dltimo, se
ahadid el tampdn de lectura y se procedid a la determinaciéon de la fluorescencia
en un aparato Luminex 200. Cada muestra del estudio, asi como los estandares,

se analizaron por duplicado y al terminar se obtuvo la media de ambas lecturas.

4.F. ANALISIS ESTADISTICO

En primer lugar, se debe indicar que la aleatorizacién se realizé con un protocolo
de minimizacién mediante el software Minimpy ya que por el tamafio muestral
pretendimos equilibrar la distribucién de la edad, el sexo y el habito de fumar

entre ambos grupos de tratamiento.

La recogida de datos se realizd en formularios en papel disenados
especificamente para el estudio. Estos datos fueron transferidos a una hoja Excel
(Microsoft® Excel para Mac v16.76) con la que se trabajé para el diseno de
gréficos y la tabulacion de datos. El software GraphPad Prism 7 for Mac se utilizé
también para la realizacién de algunos gréficos. Los andlisis estadisticos se

realizaron empleando el software IBM SPSS-MacOS 28.0 (SPSS Inc.).
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Los resultados se presentan como media (desviacién estandar) para las variables
continuas y como porcentaje (frecuencia) para los datos categdricos. El anélisis
de los mismos, dado el tamano limitado de la muestra, se realizd, en todos los
casos, mediante pruebas no paramétricas. Asi, se empled la prueba U de Mann-
Whitney para muestras independientes al analizar las diferencias entre grupos 'y
el anélisis bidireccional de varianza por rangos de Friedman para muestras
relacionadas con correccion de Bonferroni para comparaciones por pares
cuando se evaluaron las diferencias a lo largo del tiempo dentro de cada grupo.
Finalmente, se calculd el valor p del coeficiente de correlacién de Spearman para
las correlaciones entre variables. En todos los casos, se establecié que cuando
los valores p fueran inferiores a 0,05 se entenderia que las diferencias eran

estadisticamente significativas.
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RESULTADOS
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5. RESULTADOS

5.A. POBLACION DE ESTUDIO

Como muestra la Figura 9, que representa el diagrama CONSORT de flujo de
pacientes del estudio, se realizd un pre-screening a partir de pacientes que
acudian a seguimiento en el Servicio de Cardiologia del Hospital Virgen de las
Nieves (Granada), asi como a partir de historias clinicas de la Facultad de
Odontologia de la Universidad de Granada. En esta etapa, se evaluaron un total
de 878 registros o pacientes. Finalmente, se procedié a la firma de
consentimiento informado y evaluacién clinica de un total de 38 pacientes, de los
cuales sélo 22, 11 en cada grupo, cumplian los criterios y fueron incluidos en el
estudio. De ellos, en la Tabla 3 se presentan los datos demogréficos y clinicos
basicos. No se detectaron diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos para ninguna variable clinica inicial, a excepcion de la diabetes, ya que, a
pesar de la aleatorizacidn, los seis pacientes con diabetes fueron asignados al
grupo de cirugia periodontal; éste no fue un paréametro de los que se controlaron
por la asignacién por minimizacion. La mayoria de los pacientes incluidos fueron
varones de alrededor de 50 afos de edad. Mas del 50% del total eran
exfumadoresy con nivel de estudios de secundaria o inferior. Por encima del 80%
de los pacientes habian sufrido un infarto agudo de miocardio con necesidad de
colocaciéon de un stent en alguna de las arterias coronarias menos de un afio
antes. En el grupo no quirdrgico, este porcentaje fue del 90%. Por ultimo,
respecto al IMC, practicamente todos los pacientes sufrian sobrepeso al inicio del

estudio, definido como un IMC superior a 25.
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PRE-EVALUADOS

n=878

[

EVALUADQOS
n=38

&

INCLUIDOS
n=22

Excluidos n=842

No retnen criterios de inclusion n=835
Rechazan participar n=3

Otras razones: en tratamiento n=4

Excluidos n=14
= * No reunen criterios de inclusion n=13
+ Otras razones: no acuden a consulta n=1

l

Mantenimiento n=11
+ Recibieron la intervencién asignada n=11 |%™

Asignacion

Tratamiento intensivo n=11

# + Recibieron la intervencién asignada n=11

* No recibieron la intervencion asignada
n=0

l

* No recibieron la intervencion asignada

n=0

Seguimiento

Perdidos n=0
Suspendidos n=0

l

Perdidos n=11
Suspendidos n=0
Analizados n=11 <«

Anélisis

Lsp{ Analizados n=11

Figura 9: Diagrama CONSORT de los pacientes evaluados, incluidos y analizados.

Tabla 3: Resumen de variables demogréficas al inicio del estudio.

RAR Cirugia
Total VALORP
VARIABLE (n=11; (n=11;
(n=22) i
50,0%) 50,0%)
Edad
Media 56,32 57,73 54,91 0,300
Minimo - Maximo 45-68 45-68 48-65
Sexo (n (% por grupo))
Mujer | 20 (90,91) 10(90,91) 10 (90,91) .
Hombre 2(9,09) 1(9,09) 1(9,09) '
Consumo de tabaco (n (% por grupo))
Nunca ha
4(18,18) 2(18,18) 2(18,18) 0,054
fumado
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Anterior (< 10

. ) ; 4(18,18) 4 (36,36) 0(0,00)
cigarrillos/dia)
Anterior (>10
, ) ’ 11 (50,00) 3(27,27) 8(72,73)
cigarrillos/dia)
Actual (<10
, ) ’ 3(13,64) 2(18,18) 1(9,09)
cigarrillos/dia)
Nivel de estudios (n (% por grupo))
Menos de
) 15 (68,18) 10(90,91) 5 (45,45)
bachillerato
Bachillerato 6(27,27) 1(9,09) 5(45,45) 0,069
Mas de
) 1(4,55) 0(0,0) 1(9,09)
bachillerato
Diabetes (n (% por grupo))
No | 16(72,73) 11(100,0) 5 (45,45)
0,004
Si 6(27,27) 0(0,0) 6 (54,55)
Tipo de evento (n (% por grupo))
Infarto agudo de
. , 3(13,64) 1(9,09) 2(18,18)
miocardio
Infarto agudo de 0,459
) ) 18(81,82) 10(90,91) 8(72,73)
miocardio + stent
Stent 1(4,55) 0(0,00) 1(9,09)
Antigiiedad del evento en aiios (media (DE))
>6 meses - < 1
_ 18(81,82) 10(90,91) 8(72,73)
ano
>1 afio - <2 anos 3(13,64) 0(0,00) 3(27,27) 0,121
>2 anos - <3
B 1(4,55) 1(9,09) 0(0,00)
anos
Peso en kg
. 79,55 (14,50) | 75,27 (12,63) | 83,82 (15,55) 0,270
(media (DE))
Altura en cm
. 167,32 (8,46) | 168,09 (6,921) | 166,55 (10,09) 0,898
(media (DE))
IMC (media
(DE)) 28,34 (4,25) | 26,57 (3,99) 30,10(3,89) 0,056

*: Valor P para la comparacién entre grupos: prueba U de Mann-Whitney para variables continuas y
Chi-cuadrado para variables categdricas.
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5.B. ESTADO INICIALY EVOLUCION CLINICA

Los datos que se describiran a continuacién estan detallados en la Tabla 4.

Tabla 4: Resumen de datos y comparacion estadistica de los datos clinicos periodontales. Todos los

valores se presentan como media (DE).

_ Total RAR Cirugia Valor P*
FGM (mm)
Inicio -1,31(1,03) | -1,19(1,28) | -1,43(0,73) 0,243
3 meses -1,61(1,16) | -1,24(1,26) | -2,02(0,93) 0,085
6 meses -1,93(1,08) | -1,50(1,20) | -2,41(0,72) 0,035
Valor P** 0,006 *** 0,332 0,005 ***
PD (mm)
Inicio 4,25(0,76) 3,89(0,81) 4,61(0,51) 0,034
3 meses 2,70(0,68) 2,72(0,80) 2,69(0,57) 0,918
6 meses 2,48 (0,73) 2,32(0,80) 2,65 (0,65) 0,278
Valor P** <0,001 **** | <0,001 **** 0,002 ****
CAL (mm)
Inicio 5,56 (1,27) 5,08 (1,42) 6,04 (0,92) 0,101
3 meses 4,32 (1,07) 3,96 (1,16) 4,70(0,86) 0,099
6 meses 4,39 (1,33) 3,78(1,33) 5,06 (1,01) 0,035
Valor P** <0,007 **** 0,007 **** 0,002 ****
Cambios de PD y CAL a lo largo del tiempo (mm)
Cambio medio de
PD desde el inicio | 1,55(0,64) 1,17 (0,60) 1,97 (0,37) <0,001
a los 3 meses
Cambio medio de
PD desde el inicio | 1,78(0,61) 1,59 (0,69) 1,98 (0,46) 0,156
a los 6 meses
Cambio medio de
PD desde los 3 a| 0,23(0,72) 0,45 (0,75) -0,04 (0,61) 0,203

los 6 meses
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_ Total RAR Cirugia Valor P*
Cambio medio de
CAL desde el| 1,29(0,63) 1,18(0,67) 1,41 (0,59) 0,468
inicio alos 3 meses
Cambio medio de
CAL desde el| 0,04(0,97) 0,48 (0,84) -0,52(0,86) 0,016
inicio alos 6 meses
Cambio medio de
CAL desde los3a| 1,16(1,03) 1,57 (0,79) 0,71(1,12) 0,053
los 6 meses
BOP (% de sitios)
Inicio 41,25(26,33) | 39,60(29,65) | 42,90(23,88) | 0,519
3 meses 5,61 (8,39) 3,88 (6,65) 7,50 (9,98) 0,512
6 meses 0,78 (2,33) 1,48 (3,12) 0,00 (0,00) 0,497
Valor P ** <0,001 **** | <0,001 **** | <(0,001 ****
PD26mm (% de sitios)
Inicio 19,61 (13,14) | 21,32 (15,11) | 17,89 (11,30) 0,606
3 meses 4,22 (5,30) 6,40 (6,20) 1,81(2,73) 0,051
6 meses 1,85(2,70) 1,97 (3,44) 1,71(1,73) 0,604
Valor P ** <0,001 **** | <0,001 **** 0,007 ****
CAL25 (% de sitios)
Inicio 56,58 (27,30) | 55,83 (27,66) | 57,34 (28,27) | 0,898
3 meses 36,94 (26,60) | 33,74(21,90) | 40,46 (31,83) | 0,863
6 meses 34,28 (28,99) | 30,88 (26,75) | 38,06(32,49) | 0,905
Valor P** <0,007 **** 0,002 **** 0,002 ****

*: Valor P: prueba U de Mann-Whitney (RAR vs. cirugia) a cada tiempo.
**: Valor P: Test de Friedman dentro de cada grupo a lo largo del tiempo.

***. La comparacidn entre el inicio y los 6 meses fue estadisticamente significativa (p=0.005)
aplicando la correccién de Bonferroni para comparaciones multiples.

***% | a comparacion entre el inicio y los 3 meses y el inicio y los 6 meses fue estadisticamente
significativa aplicando la correccién de Bonferroni para comparaciones mdltiples.

Al inicio, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en el nivel
medio de insercidon clinica comparando los distintos grupos. De hecho, la

comparacion entre grupos no mostré diferencias significativas entre grupos en
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ningunos de los tiempos de seguimiento, como se puede observar en la Figura
10. Concretamente, podemos describir que, al inicio del estudio, mas del 50%
de los sitios tenian mas de 5 mm de CAL, sin diferencias estadisticamente
significativas entre grupos (p = 0,898; prueba U de Mann-Whitney). Sin embargo,
alos 6 meses, sélo el 30,88(26,75) %y el 38,06 (32,49) % presentaron esa medida
o superior, considerando el grupo de terapia no quirlrgica y quirdrgica,
respectivamente. Las diferencias no fueron estadisticamente significativas (p =

0,905; prueba U de Mann-Whitney).

Nivel de Insercién Clinica (CAL)

(&3]

~

w

N

=N

Inicio 3 meses 6 meses

B FGM-Cirugia mPD-Cirugia ® FGM-RAR PD-RAR

Figura 10: Nivel de insercién clinica como composicidn en gréafico de columnas apiladas del FGM
(color més oscuro) y el PD (color més claro) a lo largo del tiempo en cada grupo de estudio.
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Sivaloramos el cambio del nivel de insercién clinica a lo largo del tiempo en cada
grupo, observamos que fue significativo en todos los casos (p < 0,001, test de
Friedman). Concretamente, la diferencia por pares se observé en las
comparaciones entre los datos basales y los del seguimiento a 3 0 6 meses, pero
no entre 3 y 6 meses (correccidon de Bonferroni para comparaciones multiples).

Esta evolucién puede observarse mejor en la Figura 11.

Nivel de Insercion Clinica (CAL)

mm
=Y

Inicio 3 meses 6 meses

=4—Cirugia RAR

Figura 11: Evolucién temporal del nivel de insercién clinica. Como puede observarse, el cambio
importante se produce entre el inicio y los 3 meses, pero no entre 3 y 6 meses, como por otra parte
podria ser de esperar.
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Si analizamos los componentes del CAL, es decir, de forma separada la
profundidad de sondaje y el margen gingival, observamos que, en todos los
casos, la profundidad de sondaje disminuyd. Al inicio, un 21,32 (15,11) % de los
sitios analizados presentaron mas de 6 mm en el grupo de terapia no quirurgica
mientras que este valor fue de un 17,89 (11,30) % en el grupo al que se le realizd
cirugia periodontal. La diferencia entre ambos no fue estadisticamente
significativa (p = 0,606, prueba U de Mann-Whitney). En la evaluacién a 6 meses,
sélo un 1,97 (3,44) % y un 1,71 (1,73) %, respectivamente para los grupos de
terapia no quirdrgicay quirdrgica, presentaron sondajes por encima de los 6 mm.
Nuevamente, esta diferencia no fue estadisticamente significativa (p = 0,604,
prueba U de Mann-Whitney). En valores absolutos, se pasé de una profundidad
de sondaje media de 3,89 (0,81) mm en el grupo de terapia no quirdrgicay 4,61
(0,51) mm en el grupo de terapia quirdrgica al inicio, a valores medios de 2,32
(0,80) mm y 2,65 (0,65) mm a los 6 meses (Figura 12). Aunque las diferencias
entre grupos soélo fueron significativas al inicio (p = 0,034, prueba U de Mann-
Whitney), no lo fueron ni a 3 ni a 6 meses. Al igual que en el caso del CAL, los
cambios a lo largo del tiempo fueron significativos (p < 0,001, test de Friedman),
concretamente entre el inicio y los 3 0 6 meses, pero no entre los 3y los 6 meses

(correccion de Bonferroni para comparaciones multiples).
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Profundidad de sondaje (PD)

mm
—

2
1
0
Inicio 3 meses 6 meses
=4—Cirugia RAR

Figura 12: Evolucion temporal de la profundidad de sondaje. Como puede observarse, el cambio
importante se produce entre el inicio y los 3 meses, pero no entre 3y 6 meses.

Una descripcion muy similar se puede realizar para los niveles del margen
gingival. Sin embargo, en este caso las diferencias a lo largo del tiempo se
observaron sélo en el grupo de terapia quirdrgica (p = 0,005, test de Friedman),
concretamente entre el inicio y el seguimiento a 6 meses (p = 0,005, correccidn
de Bonferroni para comparaciones multiples), siendo de hecho los niveles
estadisticamente diferentes entre grupos sélo en el seguimiento a 6 meses (p =
0,035, prueba U de Mann-Whitney) (Figura 13). Esto es asi precisamente por

haber realizado cirugia resectiva en algunos casos.
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Margen gingival (FMG)

0,5

0,0

mm
1
[y

-
(3, ]

-2,0
-2,5
-3,0
-3,5
Inicio 3 meses 6 meses
=4—Cirugia RAR

Figura 13: Evolucion temporal de la posicion del margen gingival. Como puede observarse, el
cambio importante se produce sélo en el grupo de terapia quirlirgica, siendo la diferencia
significativa sélo entre el inicio y los 6 meses.

Acompanando estos datos, debemos mencionar también los relativos al
sangrado al sondaje (BOP). Por un lado, el BOP, en porcentaje de sitios con
sangrado positivo, disminuyeron desde el 39,60 (29,65) % en el grupo de terapia
no quirurgica al inicio del estudio hasta el 1,48 (3,12) % a los 6 meses. En el grupo
de terapia quirurgica, la reduccién fue desde el 42,90 (23,88) % al inicio del
estudio al 0,00 (0,00) % a los 6 meses (Figura 14). Nuevamente, no se detectaron

diferencias entre grupos (prueba U de Mann-Whitney), pero si intra-grupos a lo
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largo del tiempo (test de Friedman), concretamente entre el inicio y los 3 0 6

meses, pero no entre 3y 6 meses (correcciéon de Bonferroni).

Sangrado al Sondaje (BOP)

80

70

60

50

. o |

Inicio 3 meses 6 meses

m Cirugia = RAR

Figura 14: Porcentaje de sitios con sangrado al sondaje en cada grupo y tiempo de seguimiento.

Del mismo modo, debemos valorar la evolucién de los indices de placa (Figura
15) y gingival (Figura 16). En ambos grupos, las diferencias no fueron
estadisticamente significativas entre los grupos, pero si lo fueron a lo largo del

tiempo.
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Figura 15: Representacién gréfica del indice de placa A) en el grupo intervenido mediante cirugia 'y
B) en el grupo al que se aplicé terapia no quirdrgica.
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100%
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indice Gingival (Cirugia)
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Figura 16: Representacion gréfica del indice gingival A) en el grupo intervenido mediante cirugia y
B) en el grupo al que se aplicé terapia no quirdrgica.
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En cuanto al dolor medido en mm, en ningln caso pudo ser considerado alto,

siendo ya de alrededor de 0 a las 4 semanas (Tabla 5 y Figura 17).

100

Escala de Dolor

90

80

70

60

mm

50

40

30

20

10

?7

|

\1’

7 dias

2 semanas

=4—Cirugia RAR

4 semanas

Figura 17: Evolucién del dolor medido en escala de 0 a 100.

Tabla 5: Escala de dolor medido de 0-100 mm combinado o por grupo a lo largo del tiempo. Todos
los valores se presentan como media (DE).

- Total RAR Cirugia Valor P *
7 dias 9,14 (10,96) 11,82(13,47) 6,45 (7,43) 0,401

2 semanas 9,41 (12,05) 10,27 (10,43) 8,55(13,95) 0,365

4 semanas 1,41(3,71) 1,64 (3,67) 1,18 (3,92) 0,797
Valor P ** 0,035 *** 0,237 0,131

*: Valor P: prueba U de Mann-Whitney (RAR vs. cirugia) a cada tiempo.

**: Valor P: Test de Friedman dentro de cada grupo a lo largo del tiempo.
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*** No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la comparacion por pares
aplicando la correccién de Bonferroni para comparaciones mdltiples.

Por dltimo, respecto a los pardmetros clinicos periodontales, debemos
mencionar el indice de curacién evaluado tras la intervencién. En ambos casos,
la evolucién fue positiva, obteniéndose indices de curacion completa méas pronto
en el grupo en el que se realizé la intervencién no quirdrgica, como es légico

(Tabla 6 y Figura 18).

indice de Curacién (Cirugia)

100%
90% V
80% -
70% -
60% -
50% -
40% -
30% -
20% -
10% -
0% . .
7 dias 2 semanas 4 semanas

Curacion completa 1 Eritema M Sangrado espontaneo
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Curacién completa M Eritema

4 semanas
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Figura 18: Representacién gréfica del indice de curacién a lo largo de las 4 primeras semanas A) en

el grupo intervenido mediante cirugia y B) en el grupo de intervencién no quirudrgica.

Tabla 6: indice de curacién (n (%)) en el conjunto de pacientes o por grupo a lo largo del tiempo

_ 7 dias 2 semanas 4 semanas
Total
Curacién completa 7 (31,82) 19 (86,36) 21(95,45)
Eritema 13(59,09) 3(13,64) 1(4,55)
Sangrado espontaneo 2(9,09) 0 (0,00) 0(0,00)
Grupo de terapia no quiriirgica (RAR)
Curacién completa 7 (63,64) 11(100,00) 11(100,00)
Eritema 4 (36,36) 0(0,00) 0(0,00)
Sangrado espontaneo 0(0,00) 0 (0,00) 0(0,00)
Grupo de terapia quirargica
Curacién completa 0(0,00) 8(72,73) 10(90,91)
Eritema 9(81,82) 3(27,27) 1(9,09)
Sangrado espontaneo 2(18,18) 0 (0,00) 0(0,00)
Valor P * 0,004 0,062 0,306

*: Valor P: test de Chi-cuadrado (RAR vs. cirugia).
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Respecto a los parametros sistémicos de presion arterial (Tabla 7 y Figura 19) y
glucemia (Tabla 8 y Figura 20), de relevancia cardiovascular, no se observaron

diferencias ni a lo largo del tiempo ni entre grupos.

Presion arterial
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Figura 19: Representacién gréfica de las presiones arteriales, tanto sistélicas como diastdlicas, en
ambos grupos a lo largo del tiempo.

Tabla 7: Presion arterial (mm Hg) a lo largo del tiempo. Los datos se muestran como media (DE).

_ Total RAR Cirugia Valor P*

Sistélica
Inicio | 119,64(12,40) | 119,27 (11,74) | 120,83 (13,60) 0,562
7 dias | 115,23(12,29) | 112,73(11,26) | 117,73(13,30) | 0,365
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2semanas | 118,81(11,93) | 120,50(12,12) | 117,27 (12,12) 0,468

4 semanas | 115,53(7,97) 115,45 (7,89) 115,63 (8,63) 1,000

3meses | 120,75(13,31) | 118,64(11,20) | 123,33(15,81) 0,882

6 meses | 119,71(13,75) | 122,22(13,49) | 116,88 (14,38) 0,139
Valor P** 0,837 0,341 0,530

Diastélica

Inicio | 73,64 (9,90) 73,64 (10,27) 73,64 (10,02) 0,949

7 dias| 68,41 (9,68) 66,82 (11,02) 70,00 (8,37) 0,699

2 semanas 68,57 (7,44) 70,50 (7,98) 66,82 (6,81) 0,387

4 semanas 68,95 (6,36) 69,09 (7,69) 68,75 (4,43) 1,000

3meses | 69,00(7,36) 69,09 (7,01) 68,89 (8,21) 1,000

6 meses | 72,65(11,34) 75,00 (15,21) 70,00 (3,78) 0,481
Valor P** 0,641 0,994 0,254

*: Valor P: prueba U de Mann-Whitney (RAR vs. cirugia) a cada tiempo.

**: Valor P: Test de Friedman dentro de cada grupo a lo largo del tiempo.
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Glucemia
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Figura 20: Valores de glucemia a lo largo del tiempo en los grupos de estudio.

Tabla 8: Glucemia (mg/dl) a lo largo del tiempo. Los datos se muestran como media (DE).

_ Total RAR Cirugia Valor P*

Inicio | 137,68(53,38) | 139,64(50,21) | 135,73 (58,77) | 0,898

7 dias | 127,19(29,33) | 131,73(34,18) | 122,20(23,68) | 0,557

2 semanas | 127,62 (50,69) | 125,70(54,52) | 129,36 (49,55) | 0,654

4 semanas | 123,15(29,11) | 116,55(22,85) | 131,22(35,01) | 0,295
3meses | 133,55(48,10) | 133,10(56,60) | 134,00 (43,17) | 0,631

6 meses | 122,00 (44,68) | 127,00(55,43) | 116,38(31,35) | 0,888

Valor P ** 0,737 0,700 0,845

*: Valor P: prueba U de Mann-Whitney (RAR vs. cirugia) a cada tiempo.

**: Valor P: Test de Friedman dentro de cada grupo a lo largo del tiempo.
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5.C. MARCADORES ANALIZADOS EN FLUIDO

CREVICULARY EN SUERO

5.C.1. Marcadores en fluido crevicular

En primer lugar, analizamos los marcadores relevantes de enfermedad
periodontal en el fluido crevicular. Concretamente, evaluamos la proteina C
reactiva (Figura 21), interferén gamma (IFN-y) (Figura 22), interleuquina 1-beta
(IL-1B) (Figura 23), interleuquina 10 (IL-10) (Figura 24), proteina inflamatoria de
macréfagos 1-alpha (MIP-1a) (Figura 25), periostin (Figura 26) y factor de
necrosis tumoral - alpha (TNF-a) (Figura 27). Los datos especificos también estan
expuestos en la Tabla 9. Respecto a estos niveles, lo primero a considerar es que
ninguno de los indicadores biolégicos del proceso inflamatorio, incluyendo las
diversas citoquinas y quimioquinas analizadas, demostré diferencias
estadisticamente significativas, ni en la comparacién por grupos ni en la
comparacién por tiempos. Si hubo diferencias en los niveles de periostin a lo
largo del tiempo en los pacientes que se sometieron a terapia quirdrgica (p =
0,019, test de Friedman), concretamente en la comparacion entre los niveles al
inicioy a las 2 semanas (p = 0,005, correccidn de Bonferroni para comparaciones
multiples). Ademas, tanto a 7 dias como a 2 y 4 semanas también hubo
diferencias significativas en la comparaciéon entre grupos (p = 0,010, p = 0,007 y

p< 0,001; prueba U de Mann-Whitney a 7 dias, 2 y 4 semanas, respectivamente).
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CRP en Fluido Crevicular
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Figura 21: Niveles de CRP en fluido crevicular a lo largo del tiempo analizado, indicando el conjunto
de pacientes (linea puntuada azul) o por separado el grupo de intervencién quirdrgica (linea roja) y

no quirdrgica (linea verde).

IFN-g en Fluido Crevicular
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Figura 22: Niveles de IFN-y en fluido crevicular a lo largo del tiempo analizado, indicando el
conjunto de pacientes (linea puntuada azul) o por separado el grupo de intervencién quirdrgica
(linea roja) y no quirdrgica (linea verde).
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IL-1B en Fluido Crevicular
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Figura 23: Niveles de IL-1B en fluido crevicular a lo largo del tiempo analizado, indicando el conjunto

de pacientes (linea puntuada azul) o por separado el grupo de intervencién quirdrgica (linea roja) y
no quirurgica (linea verde).

IL-10 en Fluido Crevicular
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Figura 24: Niveles de IL-10 en fluido crevicular a lo largo del tiempo analizado, indicando el conjunto

de pacientes (linea puntuada azul) o por separado el grupo de intervencién quirdrgica (linea roja) y
no quirurgica (linea verde).
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MIP-1a en Fluido Crevicular
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Figura 25: Niveles de MIP-1a en fluido crevicular a lo largo del tiempo analizado, indicando el
conjunto de pacientes (linea puntuada azul) o por separado el grupo de intervencién quirdrgica
(linea roja) y no quirdrgica (linea verde).

Periostin en Fluido Crevicular
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Figura 26: Niveles de periostin en fluido crevicular a lo largo del tiempo analizado, indicando el
conjunto de pacientes (linea puntuada azul) o por separado el grupo de intervencién quirdrgica
(linea roja) y no quirdrgica (linea verde).
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TNF-a en Fluido Crevicular
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Figura 27: Niveles de TNF-a en fluido crevicular a lo largo del tiempo analizado, indicando el
conjunto de pacientes (linea puntuada azul) o por separado el grupo de intervencién quirdrgica
(linea roja) y no quirdrgica (linea verde).

Tabla 9: Marcadores en liquido crevicular gingival, ordenados alfabéticamente. Todos los valores
representan la media (DE). Las unidades se especifican para cada molécula.

_ Total RAR Cirugia Valor P *
CRP (ng/ml)
Inicial 14,18 (38,95) 7,17 (13,28) 20,49 (52,76) 0,720
7 dias 4,66 (8,4) 5,56 (11,67) 3,92 (4,87) 0,503
2 semanas 6,05(12,15) 6,2 (14,85) 5,94 (10,19) 0,766
4 semanas 5,82(17,13) 9,73 (24,66) 2,29 (4,08) 0,315
3 meses 17,47 (33,38) 21,82 (40,38) 13,12(26,72) 0,721
6 meses 4,13 (5,54) 5,65 (6,64) 2,62 (4,25) 0,589
Valor P ** 0,696 0,862 0,285
IFN-y (pg/ml)
Inicial 0,56 (0,53) 0,49 (0,41) 0,64 (0,65) 0,730
7 dias 0,51(0,36) 0,52 (0,35) 0,51(0,38) 0,813
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_ Total RAR Cirugia Valor P *
2 semanas 0,47 (0,32) 0,48(0,21) 0,46 (0,38) 0,713
4 semanas 0,50(0,29) 0,61(0,36) 0,42 (0,22) 0,174
3 meses 0,55(0,36) 0,49 (0,4) 0,62 (0,33) 0,442
6 meses 0,43(0,17) 0,38(0,19) 0,48(0,15) 0,421
Valor P ** 0,472 0,416 0,819
IL-18 (pg/ml)
Inicial | 417,15(352,48) | 401,58 (314,94) | 429,90 (395,36) 0,766
7 dias | 219,88(334,13) | 466,81 (444,63) | 62,75 (36,46) 0,044
2semanas | 146,33(237,3) 270,48 (298,2) | 59,42 (142,99) 0,133
4 semanas | 336,22 (440,79) | 490,03 (550,83) | 182,41 (249,74) 0,456
3 meses | 447,96 (498,95) | 451,36 (550,63) | 444,93 (482,27) 0,963
6 meses | 192,65(260,04) | 247,64 (363,29) | 146,82 (155,28) 1,000
Valor P ** 0,020 *** 0,221 0,079
IL-10 (pg/ml)
Inicial 6,35(7,78) 5,02(2,52) 7,44 (10,35) 0,370
7 dias 7,66 (4,75) 7,81(4,89) 7,56 (4,88) 1,000
2 semanas 6,38(8,17) 4,25 (5,38) 8,12(9,82) 0,295
4 semanas 4,24 (3,60) 4,10 (3,40) 4,36 (3,95) 0,780
3 meses 8,25 (14,06) 6,69 (5,87) 9,64 (19,00) 0,606
6 meses 5,75(9,78) 8,70 (13,55) 2,80(2,40) 0,485
Valor P ** 0,179 0,302 0,409
MIP-1a (pg/ml)
Inicial 12,29 (11,91) 11,68 (13,66) 12,74 (11,14) 0,968
7 dias 21,93(16,46) 17,46 (14,00) 25,59 (18,04) 0,331
2 semanas 28,39 (51,61) 14,32 (12,05) 38,23 (66,15) 0,962
4 semanas 9,68(7,45) 10,89 (8,15) 8,71(7,13) 0,573
3 meses 14,19 (13,76) 18,24 (17,36) 10,59 (9,16) 0,541
6 meses 15,79 (17,14) 20,72 (20,65) 8,41 (7,04) 0,352
Valor P ** 0,484 0,366 0,936
Periostin (ng/ml)
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_ Total RAR Cirugia Valor P *
Inicial 0,48 (0,30) 0,47 (0,28) 0,49 (0,34) 1,000
7 dias 1,96 (2,80) 0,50(0,38) 3,16 (3,36) 0,010
2 semanas 4,48 (5,59) 1,40(2,12) 6,99 (6,36) 0,007
4 semanas 2,89 (3,87) 0,6 (0,52) 4,72 (4,44) <0,001
3 meses 1,25(1,52) 1,49 (2,18) 1,04 (0,61) 0,606
6 meses 0,85(0,74) 0,97 (0,94) 0,73(0,53) 0,818
Valor P ** 0,605 0,716 0,019 ****
TNF-a (pg/ml)
Inicial 5,16 (4,74) 5,00(5,17) 5,28 (4,66) 0,545
7 dias 5,82 (5,16) 6,04 (6,39) 5,69 (4,71) 0,660
2 semanas 10,29 (15,80) 9,71(10,76) 10,75(19,51) 0,918
4 semanas 6,24 (4,26) 8,96 (4,71) 4,53(3,12) 0,127
3 meses 6,11 (5,54) 6,41 (6,30) 5,84 (5,14) 0,963
6 meses 5,04 (6,72) 8,39(9,21) 2,24 (1,30) 0,429
Valor P ** 0,332 0,749 0,235

*: Valor P: prueba U de Mann-Whitney (RAR vs. cirugia) a cada tiempo.
**: Valor P: Test de Friedman dentro de cada grupo a lo largo del tiempo.

***. Comparacion estadisticamente significativa entre el inicio y las 2 semanas (p=0,006, correccion
de Bonferroni para comparaciones multiples).

**%:. No hay comparacion significativa por pares aplicando la correccién de Bonferroni para
comparaciones multiples.

5.C.2. Marcadores en suero

Del mismo modo, se realizé la evaluacion de los marcadores en suero.
Concretamente se evaluaron CRP (Figura 28), fibrindgeno (Figura 29), IFN-y
(Figura 30), IL-1B (Figura 31), IL-6 (Figura 32), IL-10 (Figura 33), L-selectina
(Figura 34), MIP-1a (Figura 35), periostin (Figura 36), TNF-a (Figura 37) y factor
de von Willebrand (Figura 38). Los datos especificos también estan expuestos
en formato tabla, en la Tabla 10. En este caso, tampoco hubo diferencias entre

grupos ni a lo largo del tiempo en ninguno de los marcadores evaluados.
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Tampoco se observaron diferencias en los niveles de periostin. De hecho, a pesar
de las diferencias observadas transitoriamente en los niveles de periostin en
fluido crevicular, por la ausencia de cambios en los niveles a nivel de suero, el
andlisis a posteriori de la potencia estadistica empleando como dato principal el
de las diferencias de periostin a nivel sistémico, demostré que se consiguid un

nivel bajo. Debemos considerar, eso si, que se trataba de estudio piloto.
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Figura 28: Niveles de CRP en suero a lo largo del tiempo analizado, indicando el conjunto de
pacientes (linea puntuada azul) o por separado el grupo de intervencién quirlrgica (linea roja) y no
quirdrgica (linea verde).
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Figura 29: Niveles de fibrindgeno en suero a lo largo del tiempo analizado, indicando el conjunto
de pacientes (linea puntuada azul) o por separado el grupo de intervencién quirdrgica (linea roja) y
no quirurgica (linea verde).
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Figura 30: Niveles de IFN-y en suero a lo largo del tiempo analizado, indicando el conjunto de
pacientes (linea puntuada azul) o por separado el grupo de intervencién quirlrgica (linea roja) y no
quirdrgica (linea verde).
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IL-1B en Suero
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Figura 31: Niveles de IL-1B en suero a lo largo del tiempo analizado, indicando el conjunto de
pacientes (linea puntuada azul) o por separado el grupo de intervencién quirlrgica (linea roja) y no
quirdrgica (linea verde).

IL-6 en Suero
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Figura 32: Niveles de IL-6 en suero a lo largo del tiempo analizado, indicando el conjunto de
pacientes (linea puntuada azul) o por separado el grupo de intervencién quirlrgica (linea roja) y no
quirdrgica (linea verde).
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Figura 33: Niveles de IL-10 en suero a lo largo del tiempo analizado, indicando el conjunto de
pacientes (linea puntuada azul) o por separado el grupo de intervencién quirlrgica (linea roja) y no
quirdrgica (linea verde).
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Figura 34: Niveles de L-selectina en suero a lo largo del tiempo analizado, indicando el conjunto de
pacientes (linea puntuada azul) o por separado el grupo de intervencién quirlrgica (linea roja) y no
quirdrgica (linea verde).
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MIP-1a en Suero
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Figura 35: Niveles de MIP-1a en suero a lo largo del tiempo analizado, indicando el conjunto de
pacientes (linea puntuada azul) o por separado el grupo de intervencién quirlrgica (linea roja) y no
quirdrgica (linea verde).
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Figura 36: Niveles de periostin en suero a lo largo del tiempo analizado, indicando el conjunto de
pacientes (linea puntuada azul) o por separado el grupo de intervencién quirlrgica (linea roja) y no
quirdrgica (linea verde).
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TNF-a en Suero
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Figura 37: Niveles de TNF-a en suero a lo largo del tiempo analizado, indicando el conjunto de
pacientes (linea puntuada azul) o por separado el grupo de intervencién quirlrgica (linea roja) y no

quirdrgica (linea verde).
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Figura 38: Niveles de factor de von Willebrand en suero a lo largo del tiempo analizado, indicando
el conjunto de pacientes (linea puntuada azul) o por separado el grupo de intervencién quirdrgica
(linea roja) y no quirdrgica (linea verde).
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Tabla 10: Marcadores en suero, ordenados alfabéticamente. Todos los valores representan la media
(DE). Las unidades se especifican para cada molécula.

_ Total RAR Cirugia Valor P *
PCR (pg/ml)
Inicial 59,09 (76,93) 90,20(102,82) 31,09 (24,45) 0,447
2 semanas 77,51 (171,64) 128,15 (255,68) 37,00 (26,43) 0,696
3 meses 57,77 (94,08) 90,47 (131,12) 29,16 (30,99) 0,463
6 meses | 116,98 (269,91) 173,64 (386,61) 60,31 (55,74) 0,394
Valor P ** 0,696 0,960 0,392
Fibrinégeno (pg/ml)
Inicial 26,13 (20,16) 26,02 (18,96) 26,23 (22,21) 1,000
2 semanas 18,70 (9,94) 19,09 (8,91) 18,40 (11,16) 0,633
3 meses 17,15 (7,66) 18,73 (5,93) 15,78 (9,09) 0,336
6 meses 32,64 (36,09) 30,57 (19,68) 34,72 (49,68) 0,394
Valor P ** 0,241 0,165 0,706
IFN-y (pg/ml)
Inicial 4,16 (3,01) 4,36 (2,76) 3,95 (3,45) 0,535
2 semanas 5,15(3,96) 5,60(3,57) 4,81 (4,45) 0,414
3 meses 4,57 (3,07) 5,37 (2,98) 3,90(3,24) 0,329
6 meses 4,36 (2,72) 5,17 (3,55) 3,56 (1,72) 0,686
Valor P ** 0,533 0,801 0,567
IL-18 (pg/ml)
Inicial 0,54 (0,31) 0,48 (0,30) 0,59(0,33) 0,315
2 semanas 0,49 (0,38) 0,54 (0,46) 0,45(0,32) 0,515
3 meses 0,60(0,51) 0,42(0,23) 0,76 (0,64) 0,281
6 meses 0,52 (0,29) 0,45 (0,08) 0,58(0,42) 0,818
Valor P ** 0,543 0,159 0,268
IL-6 (pg/ml)
Inicial 2,23 (2,66) 2,12(1,81) 2,34 (3,36) 0,277
2 semanas 1,83 (1,64) 1,57 (0,92) 2,09(2,18) 0,959
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_ Total RAR Cirugia Valor P *
3 meses 2,06 (2,74) 1,84 (3,71) 2,31(1,20) 0,082
6 meses 1,65 (1,94) 1,88(2,59) 1,42 (1,25) 0,841
Valor P ** 0,392 0,818 0,334
IL-10 /pg/ml)
Inicial 10,27 (13,34) 6,58 (2,91) 13,6 (17,95) 0,497
2 semanas 10,74 (10,92) 5,86(1,77) 14,65 (13,60) 0,043
3 meses 8,36 (8,03) 6,35(4,09) 10,13 (10,35) 0,397
6 meses 9,5(7,51) 8,57 (4,57) 10,43 (10,06) 0,699
Valor P ** 0,451 0,682 0,025
L-Selectina (ug/ml)
Inicial 5,94 (3,66) 6,76 (4,29) 5,21(3,02) 0,447
2 semanas 4,96 (2,23) 5,14 (2,54) 4,82 (2,08) 0,696
3 meses 5,16 (1,96) 5,58 (2,20) 4,79 (1,79) 0,694
6 meses 9,81(12,86) 7,50 (4,94) 12,12 (18,08) 0,589
Valor P ** 0,266 0,112 0,457
MIP-1a (pg/ml)
Inicial 5,52 (4,57) 3,84 (3,93) 7,03 (4,76) 0,095
2 semanas 3,00(2,09) 2,53(1,15) 3,38(2,62) 0,696
3 meses 4,45 (4,87) 4,78 (5,84) 4,17 (4,24) 0,955
6 meses 2,98(2,29) 2,95(2,87) 3,02 (1,80) 0,589
Valor P ** 0,675 0,852 0,241
Periostin (ng/ml)
Inicial 94,66 (20,12) 95,16 (23,3) 94,22 (18,07) 0,661
2 semanas 91,93 (25,11) 87,90 (27,11) 95,16 (24,35) 0,515
3 meses 90,12 (20,66) 87,23 (20,17) 92,66 (22,12) 0,694
6 meses 95,56 (28,62) 93,61(35,7) 97,5(22,76) 0,818
Valor P ** 0,806 0,691 0,535
TNF-a (pg/ml)
Inicial 3,71(2,03) 2,34 (1,97) 4,81(1,32) 0,006
2 semanas 3,45(1,50) 3,07 (1,27) 3,79 (1,67) 0,423
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Total RAR Cirugia Valor P *
3 meses 3,15(1,71) 2,27 (0,94) 3,93 (1,90) 0,054
6 meses 2,78 (1,69) 2,35(0,74) 3,14 (2,21) 0,792
Valor P ** 0,856 0,308 0,266

Factor de von Willebrand (pg/ml)

Inicial 107,7 (53,23) 126,39 (55,84) 90,88 (47,23) 0,182

2 semanas 92,69 (44,09) 109,63 (53,28) 79,15 (31,72) 0,203

3 meses 93,37 (42,06) 106,86 (41,94) 81,56 (41,09) 0,232

6 meses 148,58 (122,8) 136,92 (66,1) 160,25 (168,75) 0,699
Valor P ** 0,069 0,127 0,204

*: Valor P: prueba U de Mann-Whitney (RAR vs. cirugia) a cada tiempo.

**: Valor P: Test de Friedman dentro de cada grupo a lo largo del tiempo.

5.C.3. Correlaciones entre variables

Para finalizar, se realizé un analisis exhaustivo de las posibles correlaciones entre
variables clinicas y marcadores bioquimicos, asi como entre los propios
marcadores bioquimicos, tanto en GCF como en suero, con objeto de determinar
posibles relaciones significativas. A pesar de observar correlaciones entre
algunas variables en estudio, éstas pueden considerar como aisladas, sin seguir

un patrén o tendencia clara que permita generar una justificacién robusta.
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6. DISCUSION

Este estudio fue disefiado para evaluar una posible reduccién de los niveles de
periostin en suero asociada al aumento de periostin en el fluido crevicular gracias
a la realizacion de terapia periodontal. Nuestros resultados previos y la
evaluacién de la literatura apoyan los planteamientos de este estudio, pero
también fuimos conscientes, en la etapa de disefio, de las limitaciones de
extrapolacion entre estudios. Por tanto, desde el inicio no se propuso periostin
como un factor Unico de esta interacciéon, ni siquiera como uno de relevancia
especialmente elevada por ser ambas enfermedades altamente multifactoriales.
Pero si, en cualquier caso, creimos y mantenemos que la informacién obtenida

anade datos relevantes a la cuestion.

Ademas, como planteamiento novedoso de este estudio, con respecto a estudios
previos que analizaron cémo varian los niveles de periostin en la enfermedad
periodontal, fue la inclusién de participantes con enfermedad aterosclerética de
las arterias coronarias de forma concomitante a la presencia de enfermedad
periodontal. Hasta donde hemos podido evaluar, sélo un estudio transversal
previo ha analizado pacientes con ambas patologias. Sus hallazgos sugieren un
papel potencial de periostin en la asociacidén entre ambas, tras analizar a méas de

100 participantes (Rezaei et al. 2021).

Los resultados principales del presente estudio, de modo resumido, demuestran
un aumento significativo, aunque de manera transitoria en los niveles locales de

periostin en el fluido crevicular. Concretamente, estos niveles aumentan a los 7
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dias y hasta 4 semanas después del tratamiento quirirgico de la enfermedad
periodontal. Ademas, de esto pudimos observar una reduccién de algunos
marcadores asociados con la enfermedad periodontal y aterosclerdtica,
incluyendo IL-6, MIP-1a y TNF-q, particularmente en el grupo que recibié cirugia
periodontal. Sin embargo, estas variaciones no fueron estadisticamente

significativas.

Los niveles normales de periostin en salud no han sido establecidos. Si se ha
confirmado mediante un reciente meta-anédlisis que, a pesar de estudios
discrepantes puntuales en los que se ha reportado lo contrario (Arslan et al.
2021), los niveles de periostin en fluido crevicular de pacientes con problemas
periodontales (gingivitis o periodontitis) son mas bajos que en pacientes sanos
(Abdolalian et al. 2023). En presencia de enfermedad periodontal agresiva, los
niveles de periostin son méas bajos auin que en la enfermedad periodontal crénica
(Aral et al. 2016; Jamesha et al. 2018). Mas aun, cuando se presentan de forma
simultdnea enfermedades periodontales y enfermedades sistémicas, como la
diabetes, los niveles son ain mas bajos (Morsy and Ali 2020). Es por ello que se
ha propuesto el uso de periostin como marcador de dano periodontal y
susceptibilidad a la enfermedad (Aral et al. 2016; Sophia et al. 2020). Esto se
debe a que, como nuestro grupo ha podido demostrar en el pasado, periostin
influye en el mantenimiento de la estructura de soporte de los dientes y su
disminucidén, como consecuencia de los estimulos inflamatorios vy
microbioldgicos, conduce a una destruccion adn mayor de las estructuras
periodontales (Padial-Molina et al. 2012; Padial-Molina et al. 2013; Padial-Molina
etal. 2015), ademas de comprometer la migracién y proliferacion celular ademas
de la organizacién de la matriz extracelular (Rosselli-Murai et al. 2013; Padial-

Molina et al. 2014; Cobo et al. 2016). En cualquier caso, el tratamiento de la
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enfermedad periodontal, incluso mediante terapia no quirdrgica (Kumaresan et
al. 2016; Arslan et al. 2021), consigue aumentar los niveles de periostin en el
fluido crevicular (Padial-Molina et al. 2015), aspecto también demostrado en el
presente estudio. Este aumento, no obstante, es y debe ser transitorio, como
también hemos observado en el presente estudio. De lo contrario, si se
mantienen niveles elevados, se podria generar una situacion de fibrosis
patoldgica originando un tejido no competente desde el punto de vista funcional

(Conway et al. 2014).

Por el contrario, al analizar las concentraciones de periostin en zonas distintas al
propio surco, se ha observado un patrén inverso; es decir, mientras que, en la
enfermedad periodontal, los niveles de periostin en el fluido crevicular son
menores que en salud, los niveles en saliva estdn mas elevados (Aral et al. 2016),
de forma similar a lo descrito por Balli en muestras de suero, donde también
encontré mayores niveles de periostin en pacientes con enfermedad periodontal
en comparacién con pacientes sanos, aunque en este caso sin diferencias
estadisticamente significativas (Balli et al. 2015). Con estas premisas y el hecho
demostrado en estudios previos de que periostin en suero disminuye con el
tratamiento periodontal (Padial-Molina et al. 2015) junto al papel de periostin en
el desarrollo de placas de ateroma (Bagnato et al. 2007; Schwanekamp et al.
2016), la hipdtesis planteada en este estudio queda justificada. De hecho, la
ausencia de periostin en ratones modificados aporta una ventaja adicional a la
propia maduracién de la placa de ateroma y es la reduccién de la respuesta
inflamatoria, de reclutamiento de macréfagos, asi como un aumento de MMP-2 y
MMP-13. Por este motivo, de forma similar a lo planteado en este estudio, se ha
propuesto que la reduccidn terapéutica de periostin mediante farmacos

antagonistas podria constituirse en potencial diana para el tratamiento de la
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aterosclerosis mediante la reduccion de las placas de ateroma (Schwanekamp et
al. 2016). En nuestro caso, la reduccién propuesta se debiera conseguir mediante
el tratamiento periodontal. Sin embargo, esto no fue asi en el presente estudio.
Debemos buscar la explicacidon en estudios mas recientes a los anteriormente
citados. La valoracién detallada de los mismos informa de ciertas inconsistencias.
Asi, mientras que en 2020 se informé de que los niveles de periostin en suero no
son diferentes en las distintas condiciones periodontales (Sophia et al. 2020), en
2023 se ha observado que la presencia concomitante de enfermedad
periodontal y coronaria genera diferencias en comparacion con la presencia de
sélo enfermedad periodontal (Mahendra et al. 2023). Es decir, la extrapolacién
del estudio de nuestro grupo de 2015 a la propuesta de que el tratamiento
periodontal disminuye los niveles sistémicos de periostin debe ponerse en el
contexto de los pacientes que se incluyeron en el estudio original frente a los
incluidos en este, en el que se han seleccionado pacientes con multiples

patologias, lo que modifica la interaccion sin lugar a duda.

Los pacientes cardiovasculares suelen sufrir otras patologias sistémicas
concomitantes y estan sometidos a tratamientos farmacoldgicos crénicos vy
diversos que pueden enmascarar o alterar los hallazgos especificos. Tanto es asi
que, aunque en nuestro estudio no se ha analizado de forma especifica la
influencia de la diabetes en los niveles de periostin, existe plausibilidad bioldgica
para la existencia de esta relacién, en la que, como se menciond anteriormente,
la presencia de diabetes disminuye ain mas los niveles de periostin detectados
en pacientes periodontales (Morsy and Ali 2020). A su vez la diabetes influye en
la enfermedad cardiovascular al alterar, entre otros, la capacidad de curaciéon

normal por alteracién de los mecanismos inflamatorios, constituyendo un
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importante factor de confusién para la relacion periodontal - cardiovascular

(Tonetti et al. 2007; Offenbacher et al. 2009; Tonetti et al. 2013).

Junto a esto, debemos considerar también otros factores propios de las
intervenciones realizadas. La enfermedad periodontal afecta, generalmente, a
mas de un cuadrante en la cavidad oral. Sin embargo, las recomendaciones para
este tipo de estudios indican la necesidad de focalizar el tratamiento a aquel
cuadrante en peores condiciones evitando tratamientos extensos que puedan
incluir ain mas factores de confusién. Por este motivo, en el grupo que recibid
terapia quirdrgica se selecciond el cuadrante con mayores sondajes o mayores
sitios con sondajes elevados. Por el contrario, el grupo de terapia no quirdrgica
recibid tratamiento en todos sus dientes; en base a esto, las diferencias a nivel
sistémico pudieron quedar enmascaradas en la comparacién, pudiendo haber
recibido el mismo grado de agresividad global. Sin embargo, a diferencia de
otros estudios en los que el tratamiento no quirdrgico también indujo diferencias
en los niveles de periostin a nivel local, en el fluido crevicular (Kumaresan et al.
2016), nuestro estudio no los ha encontrado. Una posible explicacion sea el tipo
de terapia; mientras que nosotros hemos realizado raspado y alisado radicular,

en el estudio liderado por Kumaresan se aplicé laser de bajo grado.

En el presente estudio también se analizaron una serie de marcadores de
relevancia en la enfermedad aterosclerética desde el punto de vista,
concretamente, de la respuesta inflamatoria. En este sentido, podemos describir
ciertas modificaciones, tanto a nivel de fluido crevicular como en suero, aunque
nuevamente sin significacién estadistica entre grupos o tiempos. Aun asi, es
necesario realizar algunas observaciones respecto a los marcadores

seleccionados. Hemos evaluado CRP, IFN-y, IL-13, IL-10, MIP-1a'y TNF-a en fluido

Gloria Gonzélez Pérez 135



Periostin en enfermedad periodontal y cardiovascular

crevicular, asi como CRP, fibrinégeno, IFN-y, IL-1B, IL-6, IL-10, L-Selectina, MIP-1q,
TNF-a y el factor de von Willebrand en suero. Estos marcadores estan asociados
con la respuesta adaptativa e innata y, a su vez, con la aterogénesis y disfuncidn
endotelial, concretamente los niveles sistémicos de CRP, fibrindgeno, IL-6, L-
selectina, TNF-a y el factor de von Willebrand; por lo tanto, se han establecido
como predictores de enfermedad coronaria (Hong et al. 2021). En el presente
estudio, IL-6, MIP-1a y TNF-a mostraron una reduccién de sus niveles en suero
tras el tratamiento periodontal, aunque sin significacién estadistica. De estos,
podemos describir particularmente la participacion de IL-6 en el dafo
miocardico en la fase crénica después del infarto y no en la aguda como la
troponina (Kanda and Takahashi 2004), motivo por el que se seleccioné para el
presente estudio. Respecto a MIP-1qa, es conocido que cuando se encuentra
elevado existe un mayor riesgo de nuevos eventos cardiovasculares, al aumentar
el reclutamiento de monocitos a la zona de inflamacién, con lo que puede
contribuir al aumento de tamafio de la placa de ateroma (de Jager et al. 2012)
(de Jager etal. 2012). Por ultimo, el TNF-a desempefia, a nivel cardiovascular, un
papel determinante en la regulacién de la contractilidad cardiaca y la resistencia
periférica. Niveles elevados de TNF-a se han asociado con dafio por isquemia-
reperfusiéon, miocarditis y progresion de la insuficiencia cardiaca congestiva
(Ferrari 1999). Por lo tanto, las variaciones de estos marcadores en nuestro
estudio podrian indicar que el tratamiento periodontal promueve una mejora en

el mantenimiento de la salud cardiovascular general.

Debemos, para terminar, considerar nuevos enfoques y cautelas en el
entendimiento de la interaccién entre patologias locales y sistémicas.
Recientemente, Taylor y colaboradores han hecho una importante llamada a la

cautela en la investigacion y traslacion clinica de la terapia periodontal,
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particularmente la terapia no quirdrgica, como factor relevante en la mejora de
las enfermedades sistémicas (Taylor et al. 2021). Tras realizar una revisiéon de
revisiones y metaanalisis en la que han incluido 52 estudios, concluyen que, a
pesar de la gran cantidad de estudios, revisiones y metaanélisis, existe una
evidencia débil principalmente por la baja calidad de las revisiones realizadas
respecto a la influencia de la terapia periodontal en la mejora de la salud

sistémica.

El presente estudio no estd exento de ciertas limitaciones que podrian explicar
algunos de los resultados expuestos. El principal de ellos es el bajo nimero de
individuos que fueron incluidos para estudio, que finalmente afectd el poder
estadistico para detectar diferencias en los niveles de periostin en suero a lo largo
del tiempo, una de las variables principales del estudio. Es necesario aclarar que

el estudio fue disefnado como un estudio piloto, como se ha descrito.

Aun asi, a pesar de estas limitaciones y otras posibles, el presente estudio ha
realizado una aproximacion véalida y metodoldgicamente rigurosa al estudio de
la plausibilidad biolégica de la interaccién entre las enfermedades periodontales
y cardiovasculares por aterosclerosis a través de periostin. Aunque los resultados
pueden ser no concluyentes, dispares o inconsistentes con otros estudios, sin
duda alguna ofrecen oportunidades para futuros estudios con un tamafio de
muestra mas alto y un mayor nimero de biomarcadores en estudio con objeto
de conseguir una visién mas profunda y detallada del problema, incluyendo,
ademas, el anélisis individualizado de las diversas isoformas de periostin, entre

las 3 descritas.
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7. CONCLUSIONES

En respuesta al objetivo global podemos concluir que, al contrario de lo
planteado como hipdtesis inicial, la evaluacién del efecto del tratamiento de la
enfermedad periodontal en la enfermedad aterosclerdtica coronaria a través de
los niveles circulantes de periostin no se produjo. Debe considerarse, eso si, el

limitado tamafno muestral y el caracter piloto del presente estudio clinico.

Respecto a nuestros objetivos de trabajo, podemos concluir:

1. La evaluacién de los niveles basales de periostin en suero y fluido crevicular
es posible con técnicas relativamente sencillas. Estos niveles son similares a
los publicados en la literatura previa existente, no habiendo correlacion entre

ellos y la severidad de la enfermedad periodontal o aterosclerética.

2. Los resultados obtenidos en este estudio confirman el aumento transitorio
de periostin en fluido crevicular después de la cirugia periodontal,
posiblemente cumpliendo un papel importante en el proceso de
cicatrizacién. Sin embargo, los niveles en suero de esta proteina no se ven

modificados de forma relevante tras la intervencion quirdrgica.

3. Lacirugia periodontal produjo una mejora clinica evidente de la enfermedad
periodontal a través de la reduccién de marcadores inflamatorios para esta
enfermedad. No se observaron, en cambio, variaciones en los niveles de los

marcadores de aterosclerosis analizados.
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10. ANEXOS

10.A.Aprobacion ética por la Universidad de Granada

"
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Universidad de Granada
Vicerrectorado de Politica
Cientifica ¢ Investigacion

COMISION DE ETICA EN INVESTIGACION
DE LA UNIVERSIDAD DE GRANADA

La Comisién de Etica en Investigacion de la Universidad de Granada, oido el
informe preliminar del Presidente del Comité en Investigacion Humana, emite
informe favorable a la metodologia en la investigacion titulada “PERIOSTIN
Y ENFERMEDAD PERIODONTAL COMO MODIFICADORES DE
ENFERMEDAD CORONARIA POR ATEROSCLEROSIS™ que dirige

D./Dnia Miguel Padial Molina, quedando registrada con el n® 937.

Granada a 27 de enero de 2015

LA PRESIDENTA LA SECRETARIA

Fdo: M* Dolores Suarez Ortega Fdo: Irene Luque Fernandez
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10.B.Aprobacion ética por el Comité de Etica en la
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CONSEJERIA DE IGUALDAD, SALUD Y POLITICAS SOCIALES

JU”TH DE Hn U H‘L‘U[]H Direccién General de Calidad, Investigacién, Desarrolio e Innovacion

Comité Coordinador de Etica de |a Investigacion Biomédica de Andalucia

DICTAMEN UNICO EN LA COMUNIDAD AUTONOMA DE ANDALUCIA

D/D?: Juan Morales Arcas como secretario/a del CEl de Granada

CERTIFICA

Que este Comité ha evaluado la propuesta de (No hay promotor/a asociado/a) para realizar el estudio de investigacion titulado:

TITULO DEL ESTUDIO: Periostin y enfermedad periodontal como modificadores de la enfermedad coronaria por
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Protocolo, Version: 2

HIP, Version: 2

Cl, Versién: 2

Y que considera que:

Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacion con los objetivos del estudio y se ajusta a los principios
éticos aplicables a este tipo de estudios.

La capacidad del/de la investigador/a y los medios disponibles son apropiados para llevar a cabo el estudio.
Estan justificados los riesgos y molestias previsibles para los participantes.
Que los aspectos econémicos involucrados en el proyecto, no interfieren con respecto a los postulados éticos.

Y que este Comité considera, que dicho estudio puede ser realizado en los Centros de la Comunidad Auténoma de Andalucia

que se relacionan, para lo cual corresponde a la Direccion del Centro correspondiente determinar si la capacidad y los medios

disponibles son apropiados para llevar a cabo el estudio.

Lo que firmo en GRANADA a 05/04/2016

D/D?. Juan Morales Arcas, como Secretario/a del CEl de Granada

Cédigo Seguro De Verificacién: 5978c1fb9e519af8a8464a2a00abc34a893379a9 Fecha 05/04/2016
i Este documento incorpora firma electronica reconocida de acuerdo a la Ley 59/2003, de 19 de diciembre, de firma electrénica.
Firmado Por Juan Morales Arcas
Url De Verificacion https://www.juntadeandalucia.es/salud/portaldeetica/xhtml/ayuda/verifica

rFirmaDocumento.iface/code/5978clfb9e519af8a8464a2a00abc34a893379a9
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10.C.Hoja de informaciéon y Consentimiento informado

UNIVERSIDAD DE GRANADA

CONSENTIMIENTO PARA SER PARTE DE UN ESTUDIO
DE INVESTIGACION CLINICA
INFORMACION SOBRE ESTE DOCUMENTO

Usted puede ser elegible para participar en un proyecto de investigacion. Este documento le
proporcionara toda la informacién relevante sobre el mismo. Se describiran el estudio asi
como los riesgos y potenciales beneficios asi como las personas y entidades implicadas.

Por favor, lea atentamente esta informacién. Una vez haya terminado, debe hablar con el
investigador a cargo y preguntar tantas preguntas como desee. Usted también podra
mantener una copia de este documento para compartir la informacién con otras personas
que le puedan ayudar en la decisién de participar o no en el estudio, como familiares,
amigos u otros doctores.

Si finalmente decide participar, sera necesario que firme al final de este documento.
1. INFORMACION GENERAL SOBRE EL ESTUDIO Y LOS INVESTIGADORES

1.1. Titulo del Estudio: Periostin y enfermedad periodontal como modificadores de
enfermedad coronaria por aterosclerosis

1.2. Fuente de financiacion del proyecto: Programa Andalucia Talent Hub, concedido por
la Agencia Andaluza del Conocimiento y cofinanciado a través del fondo del Séptimo
Programa Marco, Acciones Marie Curie, Personas, Cofinanciaciéon de Programas
Regionales, Nacionales e Internacionales, y la Consejeria de Economia, Innovacién, Ciencia
y Empleo de la Junta de Andalucia.

1.3. Datos del Investigador Responsable:
Nombre y apellidos: Miguel Padial Molina
D.N.l.: 74721686-E

Centro, teléfono, correo electrénico: Facultad de Odontologia de Granada,
958249032, mipadial@ugr.es

2. ;PARA QUE ES ESTE ESTUDIO?

El objetivo de este estudio es el de evaluar si la enfermedad periodontal o periodontitis
influye en la enfermedad coronaria por aterosclerosis mediante una proteina llamada
periostin. Se pretende comprobar si esa proteina disminuye en su sangre y mejora su
estado cardiovascular a la vez que aumenta en sus encias para ayudar en la curacién de la
periodontitis.

3. ;QUIEN PARTICIPARA EN ESTE ESTUDIO?

La participacion en el estudio es completamente voluntaria, no tiene que participar si no lo
desea. Ademas, puede dejar el estudio en cualquier momento sin ningun perjuicio para
usted o sus futuros tratamientos en la Facultad de Odontologia.

3.1. ¢ Quién puede participar?

Podran participar en el estudio los pacientes que cumplan los siguientes requisitos:
Paciente de 75 afios 0 menos con enfermedad coronaria aterosclerética definida por
bloqueo de una arteria coronaria 250% o evento coronario en los 6-36 meses anteriores
(infarto de miocardio, bypass o stent en arteria coronaria) y enfermedad periodontal crénica

severa que necesite tratamiento quirargico periodontal en al menos un cuadrante con al
menos 6 dientes naturales que no necesiten ser extraidos excluyendo terceros molares, al
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menos el 50% de ellos con bolsas periodontales de al menos 6mm en al menos 4 de 6 sitios
por diente, al menos 2 dientes con pérdida ésea en radiografia 230% y con =10% de sitios
con sangrado al sondaje.

3.2. ¢ Quién no puede participar?

No podran participar pacientes que hayan sufrido un evento coronario en los 6 meses
anteriores, enfermedad hepatica o pulmonar no controlada, tumor maligno, enfermedad
autoinmune, desérdenes neuroldgicos o psiquiatricos, diabetes mellitus tipo Il con HgA1¢c
>8%, pacientes insulino-dependientes, fallo renal (creatinina>1.5mg/dL), historia o presencia
de infeccion aguda o crénica diferente a la periodontal, terapia antibidtica y/o periodontal en
los 3 meses anteriores, malnutricion, historia de alcoholismo o abuso de drogas,
edentulismo total, tratamiento ortodéncico actual o existencia de otras condiciones dentales
que requieran tratamiento previo o, en general, cualquier otra condicién que suponga una
contraindicacion para el tratamiento quirdrgico periodontal o aquellos pacientes que no
deseen o no puedan prestar su consentimiento para participar en el estudio.

Ademas, durante el curso del estudio, los pacientes seran excluidos si la enfermedad
periodontal progresa mas de 2 mm en la reevaluacion a los 3 meses, (re)infarto,
(re)intervencion cardiovascular, muerte o deseo de no continuar participando en el estudio o
fallo de asistencia a las visitas de seguimiento.

3.3. ¢ Cuantos pacientes se incluiran?

Para que los resultados del estudio sean cientificamente validos, se necesitan un minimo de
15 pacientes por grupo.

4. ;QUE IMPLICA PARTICIPAR EN ESTE ESTUDIO?
4.1. ; Qué pasara si participo?

Tras la evaluacion de los criterios de inclusion/exclusion, de las medidas de su encia y de su
radiografia, junto con otros datos que podemos necesitar de su médico, usted sera incluido
en el estudio y se le asignara a uno de los dos grupos siguientes: grupo control o grupo test.
A cada grupo se le realizara un tratamiento distinto. No podemos saber en qué grupo le
tocara participar porque se asigna de forma aleatoria para evitar cualquier influencia sobre
los resultados del estudio.

4.2. ; Qué pasara exactamente si se me asigna el grupo test?

Como parte de su enfermedad periodontal, usted necesitara tratamiento. La forma basica y
mas importante de tratamiento periodontal consiste en una limpieza bucal para eliminar el
calculo que se acumula en sus dientes y raices. Cuando las bolsas periodontales son muy
profundas, no se puede limpiar correctamente hasta el fondo de las mismas por lo que es
necesario hacer una pequenfa intervencién para poder ver completamente la raiz del diente
y poder limpiarla. Ademas, se aprovecha esa intervencién para eliminar parte de la encia
que esta inflamada para que cicatrice bien y se vuelva a adaptar de nuevo a sus dientes que
ahora estaran limpios. Esta intervencion se hara solo en la parte de su boca que esté en
peores condiciones, es decir, que tenga las bolsas mas profundas.

4.3. ;Qué pasara en el resto de mi boca o si se me asigna el grupo control?

El resto de su boca sera limpiada pero solo por encima de la linea de la encia. Esta limpieza
ayudara a enlentecer la enfermedad. Ademas, le recomendaremos como limpiar sus dientes
en casa para que mejore el cuidado de su boca.

4.4. ; Se tomaran algunas muestras?

Si. Para poder analizar la proteina periostin y su enfermedad cardiovascular, ademas de la
exploracién médica y dental rutinaria, tomaremos muestras de su saliva, liquido de la encia
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(fluido crevicular) y sangre. En estas muestras mediremos cuanto periostin hay y cuanto de
otros productos importantes en la enfermedad cardiovascular por ateroma, como colesterol,
glucosa, y otros.

Para poder estudiar como cambian en el tiempo tras el tratamiento de las encias (ya sea
con cirugia o con limpieza normal), necesitaremos tomar las muestras varias veces: el
primer dia de tratamiento, a las 2 semanas, a los 3 y a los 6 meses.

Para poder saber mejor como esta su sistema vascular, tomaremos un electrocardiograma
el primer dia y a los 6 meses. También mediremos su presion arterial y su peso en cada
visita.

4.5. ;Cuantas veces tendré que venir a la clinica y por cuanto tiempo?

En total, usted debera venir a la clinica 6 veces mas, ademas de hoy: el dia de comienzo
(cirugia si usted es asignado al grupo test), alos 7 dias, alas 2y 4 semanasyalos 3y 6
meses. El primer dia sera el de su visita mas larga, de unas 2-3 horas como maximo. El
resto sera de 1 hora o menos.

4.6. ; Cuando se acabara mi participacion en el estudio?
El estudio tiene una duracion de 6 meses desde el dia de comienzo del tratamiento.

Las muestras que tomemos las mantendremos congeladas hasta que tengamos las de
todos los pacientes y podamos empezar a analizarlas. Una vez analizadas, las muestras
restantes seran destruidas.

Ademas, si su enfermedad empeora o no puede acudir a las citas de revision, es posible
que usted no pueda seguir participando en el estudio. Usted también puede dejar de
participar en el estudio en cualquier momento por cualquier motivo sin ninguna
consecuencia para usted.

5. ¢ CUALES SON LOS RIESGOS Y BENEFICIOS?

5.1. ¢ Qué riesgos hay si decido participar en el estudio? ¢ Qué haran los
investigadores para reducir esos riesgos?

El presente estudio presenta una serie riesgos que deben ser consideradas:

1) La participacion en el estudio puede suponer un mayor niumero de visitas que en un
tratamiento rutinario. Los pacientes participantes seran informados oportunamente y
valorados extensamente por su tiempo y buena disposicion por los beneficios
potenciales de los resultados de este estudio. En todo momento se informara al
paciente de su participacion voluntaria y su derecho a que sea interrumpida si asi lo
desea. No obstante, se haran los esfuerzos oportunos para minimizar la pérdida de
seguimiento del paciente que pueda comprometer los resultados finales del estudio v,
por tanto, minimizar el esfuerzo realizado por el resto de pacientes, la entidad
financiadora y el equipo clinico.

2) Todos los procedimientos de intervencion realizados sobre pacientes con enfermedad
periodontal y aterosclerosis conllevan un riesgo que no se incrementa por la
participacién en el estudio. Siempre se seguiran las recomendaciones de tratamiento
para pacientes cardiovasculares formuladas por la American Heart Association (AHA)
y, especificamente, aquellas indicadas por el equipo de cardiologia encargado del
seguimiento del paciente.

3) Alos pacientes diagnosticados de enfermedad periodontal se les debe ofrecer el
correspondiente tratamiento. Es por esto que sélo incluimos pacientes diagnosticados
con enfermedad periodontal cronica que se caracteriza por un patrén no agresivo y
muy lenta progresion, de forma que ni en el grupo control ni en los cuadrantes no
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tratados con cirugia en el grupo test existe un riesgo inasumible por la duracién del
estudio (6 meses). En cualquier caso, si la enfermedad progresa en la evaluacion a
los 3 meses, la estrategia de tratamiento sera modificada y/o el paciente excluido del
estudio como se especifica en los criterios de exclusion secundarios. El riesgo de
esta situacion ha sido asumido en estudios similares por el gran beneficio que supone
el conocer mas sobre la interaccion entre enfermedad periodontal y aterosclerosis.

La enfermedad periodontal suele afectar a mas de un cuadrante de la cavidad oral.
Es por esto que para evitar un empeoramiento de la enfermedad se establecera un
protocolo de mantenimiento mediante limpieza de calculo supragingival e
instrucciones de higiene oral en ambos grupos para reducir el riesgo mencionado en
el punto anterior, siendo la Unica diferencia que en el grupo test se interviene ademas
quirurgicamente el cuadrante en peores condiciones.

El hecho de realizar una evaluacién periodontal conlleva cierto riesgo de paso de
bacterias a la sangre. Es por esto que, siguiendo las recomendaciones de la AHA, no
se incluiran pacientes que hayan sufrido un evento cardiovascular en los 6 meses
anteriores.

Si es necesario, se recetaran los necesarios anti-inflamatorios (ibuprofeno o
metamizol) y/o antibiéticos (amoxicilina o metronidazol).

La limpieza del célculo supragingival puede conllevar cierto malestar y sensibilidad
dental. Estos efectos suelen ser pasajeros y desaparecen en dias. Si el problema
persiste, se prescribira pasta dental desensibilizante.

El uso prolongado de clorhexidina incluso a bajas concentraciones puede causar
tinciones dentarias que se eliminan mediante limpieza bucal rutinaria que sera
realizada en todos los pacientes al finalizar el estudio.

La extracciéon de sangre puede provocar cierto malestar y/o hematoma en la zona de
puncién que desaparecera en dias sin necesidad de intervencion. El riesgo sera
minimizado mediante el apropiado entrenamiento del personal del estudio.

10)En casos muy limitados, el paciente puede sufrir desvanecimientos durante el

tratamiento dental o la extraccién de sangre. El equipo de investigacion y personal
asistente de la Facultad de Odontologia estan perfectamente entrenados y
acreditados para tratar estas situaciones y, en caso necesario, recibir asistencia de
personal especializado.

11)La exposicion a las radiografias propuestas supone una minima exposiciéon

radioldgica, tanto para el personal como para el paciente. Aun asi se emplearan las
medidas de proteccidn rutinarias que incluyen mandil de plomo y collar tiroideo.

12)La esterilidad y precaucion frente a exposiciones accidentales a patégenos seran

preservadas en todo momento mediante el uso de material estéril y de un solo uso
junto con las barreras de prevencion universales (guantes, mascarilla, etc.).

13)Todas las muestras seran almacenadas a -80°C hasta su analisis. No se incluira

ningun tipo de identificacion personal sino sélo el numero de paciente de estudio.

5.2. ; Qué pasara si sufro un dafio, mi enfermedad empeora o sufro alguna
consecuencia como resultado de mi participacion en este estudio?

El estudio propuesto no supone un riesgo superior al que tendria en cualquier otra
circunstancia en la que usted recibiera tratamiento de su enfermedad periodontal. Como
cualquier procedimiento, no estd completamente exento de riesgo.

174
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El mayor riesgo esta en la progresion de la enfermedad. Durante todas las visitas de
seguimiento comprobaremos que su enfermedad sigue bajo control y, en caso contrario,
cambiaremos el tratamiento.

5.3. Si participo en este estudio, ¢ qué pasara con mi tratamiento regular? ¢Podré
participar en otros estudios?

Usted debe seguir su tratamiento médico habitual, es imprescindible. También es
imprescindible que nos comunique la medicacion que toma y cualquier aspecto relacionado
con su salud porque puede ser importante para el tratamiento que le vamos a hacer.

No es recomendable participar en mas de un estudio a la vez.

5.4. ; Se me informara si durante mi participacion en el estudio se descubre algo que
pueda cambiar mi deseo de permanecer en el estudio?

Si. El investigador responsable le informara de cualquier informacién nueva que pueda
aparecer relacionada con el presente estudio. Puede incluso que se necesite que firme un
consentimiento nuevo para permanecer en el estudio.

6. ¢HAY OTRAS OPCIONES?
6.1. Si decido no participar en el estudio, ¢ qué otras opciones tengo?

Su participacion en el estudio es completamente voluntaria. Si decide no participar, esto no
supondra ningun impedimento para su futura atencién dental en la Facultad de Odontologia.
De hecho, usted sera aconsejado sobre las mejores opciones existentes a juicio del
investigador responsable aunque es posible que usted necesite re-iniciar el proceso de
evaluacion regular que se sigue en la Facultad de Odontologia y del que sera informado
oportunamente.

7. ¢CUANDO TERMINA EL ESTUDIO?
7.1. Si quiero dejar el estudio, ¢ qué debo hacer?

Usted es libre de dejar el estudio en cualquier momento. Si asi lo decide, debera
comunicarselo al investigador responsable, cuya informacién se encuentra en la Seccion 10
de este documento. Si opta por explicar las razones para dejar el estudio, es posible que
estas se incluyan en su hoja clinica de seguimiento.

7.2. ; Puedo ser excluido del estudio por el investigador responsable aunque yo
quiera continuar?

Si, Existen diversas razones por las que esto puede pasar, entre las que se incluyen:

- Elinvestigador cree que no es lo mejor para usted.

- Usted debe ser excluido por las razones expuestas en el punto 3.2.

- Usted no sigue las recomendaciones del investigador o falta a sus visitas de
seguimiento.

- El estudio es suspendido o cancelado.

8. ;CUALES SON LOS COSTES? ;Y LOS BENEFICIOS?
8.1. ; Como me beneficiaré de este estudio?

En primer lugar, usted recibira tratamiento de su enfermedad periodontal de forma gratuita
tanto si le corresponde un grupo como otro por las molestias ocasionadas por el nimero de
visitas, desplazamientos o ausencias laborales asi como la toma de muestras. Durante las
visitas de seguimiento y al final del estudio se le aconsejara de forma personalizada sobre
su enfermedad periodontal y la forma de prevenirla y evitar su progresion.

Ademas, la participacion de cualquier persona en proyectos de investigacion supone que se
pueda conocer mas sobre las enfermedades, nuevos tratamientos, medidas de prevencion,
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etc., que en definitiva contribuyen a la mejora de la sociedad como conjunto y es por esto
que el equipo de investigacion le estarda muy agradecido no sélo en su nombre si no también
en el del resto de pacientes y de la comunidad cientifica.

Es posible que al inicio o durante el curso del estudio, su enfermedad cambie o aparezca
alguna otra patologia nueva no relacionada de la que usted tendra que hacerse
responsable. Solo los tratamientos directamente relacionados con este estudio seran
gratuitos para usted, si bien existen gran cantidad de ellos que se realizan en la Facultad de
Odontologia a precios reducidos.

8.2. ; Se me pagara por participar en el estudio?
No, a usted no se le pagara por participar en el estudio.
8.3. ¢ Puede alguien hacer negocio con los resultados de este estudio?

Es posible que, como resultado de este estudio, en parte, se puedan desarrollar nuevos
métodos diagndsticos o terapéuticos en un futuro que seran protegidos por las
correspondientes patentes a través de la Universidad de Granada.

9. ;COMO SE TRATARA LA INFORMACION RECOPILADA?
9.1. ; Como se protegera mi privacidad?

Para mantener su privacidad, todos los procedimientos se realizaran de forma privada en un
ambiente clinico de total confidencialidad.

Todos los datos recopilados durante el desarrollo del estudio seran incorporados en una
base de datos anonimizada en formato electrénico protegida por contrasefia en un
ordenador de sobremesa (no portatil) también protegido mediante contrasefia. Ambas
contrasefas seran conocidas soélo por el investigador responsable del estudio y los
miembros del equipo. Como regla fundamental, los numeros de identificacion personal y su
correspondiente nimero de identificacion en el estudio sélo seran almacenados en un
archivo fisico guardado bajo llave solo accesible al investigador principal. En caso de
necesitarse cualquier tipo de intercambio de informacién de forma electrénica, sélo se
realizara mediante sistemas encriptados y nunca conteniendo ningun tipo de dato de
identificacion personal.

9.2. ;Qué informacién sera compartida con otros investigadores? ¢ Por qué?

Al firmar este documento, usted autoriza al investigador responsable del estudio para que
pueda requerir informacién sobre su salud, en especial en lo referente a su enfermedad
coronaria, con el su equipo cardioldgico. Esto es asi para evitar duplicidades en técnicas
diagndsticas y obtener la mayor informacion posible, primero, para poder darle una mejor
atencion y, segundo, para obtener resultados mas exactos al final del estudio.

Los resultados de este estudio se podran publicar articulos cientificos en revistas
especializadas y/o presentados en reuniones cientificas o conferencias publicas. En ninguno
de estos casos se empleara informacion individual de ningun paciente concreto si no los
valores numéricos obtenidos tras los analisis matematicos de los mismos.

9.3. ¢ Qué pasara con mi informacioén si decido dejar el estudio o cuando éste
termine?

Como regla general, si deja el estudio no se usara la informacion obtenida de usted pero es
posible que sea mantenida hasta que sea destruida de forma segura. En cualquier caso,
toda esta informacién sera mantenida de forma segura siguiendo los protocolos de
proteccion de datos y privacidad del paciente establecidos por la Universidad de Granada.
Si este lo desea, esta informacién sera destruida inmediatamente para lo que debera
ponerse en contacto con el investigador responsable por las vias indicadas en la seccién 10.
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10. ; CUAL ES LA INFORMACION DE CONTACTO SOBRE EL ESTUDIO?

Usted puede contactar al investigador responsable para obtener mas informacioén sobre el
estudio, preguntas sobre los procedimientos o tratamientos realizados durante el estudio,
ante cualquier eventualidad, enfermedad, lesién o cualquier otro problema de salud, para
abandonar el estudio antes de que finalice o por cualquier otro motivo que considere
oportuno.

Investigador Responsable: Dr. Miguel Padial Molina
Direccion: Colegio Maximo, Campus Universitario de Cartuja, S/N, C.P. 18071 (Granada)
Teléfono: 958249032
Correo electronico: mipadial@ugr.es
11. ¢QUE DOCUMENTOS SE ME ENTREGARAN TRAS ESTA VISITA?

Su firma en la seccion siguiente significa que usted ha recibido una copia de este
documento completo.
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12. CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL PARTICIPANTE

[ 0 - TR con D.N.L

Declaro que:

1. He leido (0 me han leido) la hoja de informacion al paciente del proyecto titulado
“Periostin y enfermedad periodontal como modificadores de enfermedad coronaria por
aterosclerosis”.

2. He comprendido la investigacidon que se va a realizar con mi participacion y he tenido la
oportunidad de resolver cualquier duda al respecto.

3. Asimismo, se me ha informado de que:

- Se hace constar que el participante manifiesta expresamente decir la verdad en
sus respuestas para garantizar los datos reales sobre su estado fisico o salud o los que
se le solicitan (art. 23.1. L.1.B.).

Tengo derecho a no otorgar mi consentimiento a participar y a revocarlo en
cualquier momento del estudio (art. 4.3. L.1.B.).

- La falta de consentimiento a iniciar el estudio o su revocacién una vez iniciado no
me supondra perjuicio alguno (en cualquier otro derecho) o discriminacién (art. 4.4 y 6.
L.I.B.).

Seré informado, si asi lo deseo, de los datos que se obtengan durante la
investigacion (art. 4.5y 27.2. L.I.B.) y de la forma de obtener dicha informacién (art. 15.2.
L.1.B.).

- Tengo derecho a decidir que no se me comuniquen los datos de la investigacion
(con las excepciones legales pertinentes) (art. 4.5. L.I.B.).

Los datos que se obtengan con mi participacion en la investigacion son
anoénimos y si al publicarlos hay que mencionar mi nombre sera precisa mi autorizacion
(art. 15.2. L.I.B). Los datos recogidos en esta investigacién seran anoénimos y su uso se
regira por lo recogido en la legislacion vigente en relaciéon a la Proteccién de Datos de
Caracter Personal. Mis datos personales seran tratados conforme a los términos
establecidos en la Ley Organica 15/1999 de Proteccion de Datos de Caracter Personal,
pudiendo ejecutar en cualquier momento los derechos de acceso, rectificacion,
cancelacion u oposicién, poniéndome en contacto con el investigador principal segun los
datos incluidos en el documento de informacién al participante.

4. Acepto participar de forma voluntaria en el proyecto arriba mencionado.

Firma del participante Lugar y fecha
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ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to analyze the effects of periodontal
treatment on markers of atherosclerotic coronary artery disease and circulating

levels of periostin.

Background: Periostin is necessary for periodontal stability, but it is highly
present in atherosclerotic plaques. Treatment of periodontal disease, with low
levels of local periostin, is thought to reduce systemic levels of periostin. Thus,

this may contribute to cardiovascular health.

Methods: A pilot randomized controlled-clinical trial was designed to include
patients with severe periodontal disease and history of atherosclerotic coronary
artery disease. Samples of gingival crevicular fluid (GCF) and serum were
collected before and after periodontal treatment by periodontal surgery or non-
surgical therapy. The levels of several markers of inflammation and cardiovascular
damage were evaluated including CRP, IFN-y, IL-1B, IL-10, MIP-1q, periostin and
TNF-a in GCF and CRP, Fibrinogen, IFN-y, IL-183, IL-6, IL-10, L-Selectin, MIP-1q,

Periostin, TNF-a, and VWF in serum.

Results: A total of 22 patients with an average of 56 years old were recruited for
participating in this study. Twenty of them were male. Most of them (82%) had

suffered an acute myocardial event and underwent surgery for placing of 1, 2 or
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3 stents in the coronary arteries more than 6 months ago but less than 1 year. The
treatment of periodontal disease resulted in an overall improvement of all
periodontal parameters. Regarding the evaluation of GCF and serum, a
significant increase of periostin in the GCF was observed after periodontal
surgery. In contrast, although other markers in GCF and serum improved, no

significant correlations were found.

Conclusion: Treatment of periodontal disease through periodontal surgery
induces a local and transient increase in the levels of periostin in the gingival
crevicular fluid. The effects on systemic markers of inflammation and

cardiovascular function have not been confirmed.

INTRODUCTION

Periodontal diseases are chronic localized infectious and inflammatory diseases
that affect the periodontium. Severe or moderate forms affect 45-84% of adults in
the European Union (EU) and are the main cause of tooth and bone loss (1). The
worldwide prevalence has remained stable in the last 30 years (2,3). On the other
hand, cardiovascular diseases (CVD) are the largest cause of death in the EU,
accounting for 40% of deaths or 2 million per year. CVD are estimated to cost the
EU economy almost EUR 110 billion a year, and they are one of the leading causes
of long-term sickness and loss to the labor market (CVD Statistics). Atherosclerotic
cardiovascular diseases (ACVD), specifically, are due to the generation of an
atheroma plaque in the wall of any artery with fatal consequences in the coronary
arteries (CAD). ACVD and periodontal disease have been associated in numerous
epidemiological and interventional studies (4-9). However, their specific

biological interactions are yet to be fully understood.

Inflammation plays a determinant role in both diseases (10,11). Periodontal

disease is initiated by the ecologic succession of the dental plaque that triggers
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a host immune and inflammatory response. Additional to genetic and
environmental common risk factors, periodontal diseases result in bacteremia
and endotoxemia that produce direct effects on platelet aggregation, endothelial
damage by crossed autoimmune responses, macrophage and endothelial cell
invasion, and endocrine effects on vascular tissues by pro-inflammatory
mediators (12). Thus, periodontal diseases are known to increase the risk for

ACVD and, subsequently, also correlate with infarct size (13).

The maintenance of periodontal tissues is the result of a sensitive balance.
Matricellular molecules, such as periostin, play a determinant role in this. Periostin
(gene POSTN) is a 90 kDa, 835 aminoacids protein highly expressed in the
periosteum (14). In the oral cavity, periostin is highly specific for the periodontal
ligament (PDL) and essential for its homeostasis (15). Its expression is regulated
by mechanical stimulation through TGF-B1. Periostin interacts with collagen to
increase its cross-linking, fiber diameter and, therefore, tissue mechanical
strength. It has been used as a marker of periodontal functionality after
regeneration processes (16,17) and it is known to increase cell migration and
proliferation (18,19). However, the expression of periostin is reduced in vitro by
periodontal bacteria and pro-inflammatory cytokines (20). In vivo, in the presence
of periodontal disease, its expression is reduced and contributes to the
progression of the inflammatory infiltrate and alveolar bone destruction (21).
Interestingly, it is fibrillary distributed in healthy human tissues while it is diffuse
in diseased tissues (15). These effects suggest a protective role of periostin in
periodontal disease pathogenesis while its reduction constitutes a concomitant
cumulative effect for disease progression. Interestingly, after periodontal surgery,
levels of periostin increase in gingival crevicular fluid (GCF) and decrease in
serum (15). This inverse effect is explained by the fact that periostin increases

locally by PDL cells to promote tissue healing and restore the structure and
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function. At a systemic level, however, periostin is associated with fibrotic and
inflammatory processes, such as asthma, allergy and kidney inflammatory
diseases (22,23). Therefore, the reduction of circulating periostin after

periodontal surgery could help to reduce the negative effects on distant tissues.

In the cardiovascular system, periostin is required during cardiac development
(14). Adult heart, however, does not show high levels of periostin. These levels of
periostin only increase after acute events, fibroticremodeling, and cardiomyocyte
senescence (24). This is, periostin has been referred to as a “heterofunctional
regulator of cardiac development and disease” (25) as it is necessary for tissue
development but it becomes pathologic if maintained. As a consequence, high
serum levels of circulating periostin have been detected after acute myocardial
infarction (26) and are associated with reduced cardiac function and increased
risk of new cardiac events (27). Furthermore, periostin is also increased in
atheroma plaques (28) and it has been associated to their maturation by
calcification (29). It additionally contributes to atherogenesis by increasing
smooth muscle cell migration, angiogenesis and MMPs production and increases

the risk of CAD (30).

The relevance of periostin in periodontal disease and CAD and the plausibility of
the proposed biological interaction should, therefore, be investigated. Thus, we
hypothesized that periodontal treatment improves systemic biomarkers of
atherosclerotic coronary artery disease in association with a reduction of
circulating levels of periostin and an increase of local periostin in the gingival
crevicular fluid. So, our overall goal was to evaluate the effects of periodontal
treatment on atherosclerotic coronary artery disease based on the reduction of
circulating periostin. In addition, to analyze which could be a sufficient therapy, a

randomized controlled clinical trial was design to perform either a localized
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periodontal surgery combined with full-mouth non-surgical therapy, or only full-

mouth non-surgical periodontal therapy.
MATERIAL AND METHODS

Study design and settings

We used the CONSORT checklist when writing our report (31).

To achieve the goals of the study, a randomized controlled clinical trial was
conducted in patients with periodontal disease and atherosclerotic coronary
artery disease. They received either localized periodontal surgery (PS) on the
worst quadrant and non-surgical therapy (NST; scaling and root planning) on the
rest of the mouth or only a session of full-mouth NST. Both groups were followed-
up at 2 weeks, 1 month, 3 months and 6 months post-intervention. Before any
procedure was initiated, all patients were informed of the aims, procedures, risks,
benefits, rights, and responsibilities associated with the study and provided their
voluntary signed informed consent. Recruitment of patients was performed at the
Cardiovascular Clinic of the Hospital Virgen de las Nieves (Granada, Spain) and
the School of Dentistry - University of Granada (Spain), while periodontal
treatment and sample evaluation was conducted at the School of Dentistry -
University of Granada and the Centre for Biomedical Research - University of
Granada, respectively. All procedures were conducted under the supervision of
the Ethics Committee on Human Research of Granada (Junta de Andalucia, Spain)
(registration number 0296-M1-16) and the Ethics Committee on Human Research
of the University of Granada (registration number 937). The study was registered
at the International Standard Randomized Controlled Trial Number site

(registration number ISRCTN17884414).

Study population
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As a pilot study, and based on our previous studies (15), a total of 10 patients per
group were considered necessary to detect significant changes in periostin over
time after periodontal treatment. To be included in the study, patients had to be
under 75 years old with atherosclerotic coronary artery disease defined as more
than 50 % blockage of a coronary artery or recent coronary event (6-36 months
before), including myocardial infarction, coronary bypass, or stent. They also have
to present what is currently classified as localized or generalized Stage Ill, Grade
B periodontal disease (32). In any case, at least one quadrant had to be
susceptible for periodontal surgery due to more than 30 % of teeth with more
than 6mm of probing depths. Exclusion criteria included additional coronary
event less than 6 months before enrolment, renal failure (creatinine higher than
1.5 mg/dL), uncontrolled liver or pulmonary disease, malignant tumor,
autoimmune disease, neurologic or psychiatric disorder, uncontrolled diabetes
mellitus (HbA1c higher than 8), presence of infectious disease (aside from
periodontal), antibiotic or periodontal therapy 3 months before, alcoholism or
drug abuse, other on-going oral condition (orthodontic treatment, caries, etc.),
any other contraindication for treatment or unwilling or unable to provide
informed consent and participate in the study. After inclusion, patients would be
secondarily excluded if periodontal disease progression of more than 2 mm at
the 3 months re-evaluation, (re)infarction, or cardiovascular (re)intervention, were

observed.

Randomization and study procedures

After enrolment, patients were randomized to a control group (NST) or
intervention group (PS). Randomization was performed by using the software
Minimpy (33) to balance age, gender and smoking status. Patients assigned to
the NST group received a full mouth supragingival tooth cleaning and scaling and

root planning. Patients in the PS group received surgical treatment of periodontal
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disease by access flap or modified Widman flap and bone surgery (to smooth
shallow boney craters), if required (34). If more than one quadrant was susceptible
to receive periodontal surgery, it was conducted only in the more severe one. In
both cases, the provider was the main author of the study (MP-M). Sutures were
removed 7 days later. Post-surgical and oral hygiene instructions were provided
in all cases, including recommendation for analgesics if required and

chlorhexidine mouth rinse for 15 days.

Data collection

A complete oral and medical history was recorded, including age, gender,
maximum level of study, smoking status, diabetes, type and time since the
cardiovascular event, weight, height, body mass index (BMI), resting blood
pressure, and glycemia. An oral and periodontal exam was performed by an
experienced provider (GG-P) at baseline, 3 and 6 months, including probing
depth (PD), gingival recession (GR), clinical attachment level (CAL) (all in mm), and
bleeding on probing (BOP, dichotomous) in 6 sites per tooth. Additionally, Lée's
gingival (Gl) and plaque indexes (PI) (35) were also registered in 4 sites per tooth.
After treatment, wound healing (WHI) was registered as: 0=Mature wound
healing;  1=Erythema; 2=Spontaneous bleeding; 3=Flap  mobility;
4=Suppuration; and 5=Necrosis (36). In addition, patients registered overall pain
in a 100 mm scale from 0 (no pain at all) to 100 (maximum pain imaginable). WHI

and pain were registered only for the 1-, 2- and 4-weeks post-baseline visits.

Sample collection and analysis

At baseline, 2 weeks and 3 and 6 months, gingival crevicular fluid (GCF) and
serum were collected. Levels of periostin in GCF and serum after periodontal
treatment are considered the primary variables of the study while levels of other

markers are secondary variables.

Gingival Crevicular Fluid (GCF)
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For GCF collection, we followed the same methodology used previously by our
group (15). Briefly, to avoid contamination, before any periodontal measurement
was conducted, the area with the 3 sites with the deepest PD, as determined in
the screening visit, were isolated with cotton rolls, air-dried, tooth plaque
removed and a GCF paper strip carefully inserted in the sulcus for 30 seconds.
Then, the strip was retrieved and immediately stored at -80°C until assayed. Fluid
extraction from the strip consisted in 5 sequential washes with 20 pl of a PBS
solution containing PMSF (1:200), aprotinin (1:100) and human albumin (30%)
that were spun at 2000 rpm, 4°C, 5min each. The final volume (100 pl) was stored

at -80°C until analysis.
Serum

Peripheral venous blood was extracted and collected into BD Vacutainer® blood
collection tubes, and immediately separated in plasma and serum by spinning for

10 min at 2700 rpm. Serum was collected and stored at -80°C until assayed.

Biomarker determination

Sample processing and biomarker determination was conducted by a blinded
study member (NM-M). Once the samples from both GCF and serum were
prepared and ready to be analyzed, the concentration of each marker of interest
was quantified by using an ELISA-type multiplex assay based on Luminex® xMAP®
magnetic beads technology (EMD Millipore's MILLIPLEX® MAP, Merck,
Darmstadt, Germany). We used 3 different personalized kits for the different
groups of markers to be analyzed: cytokines (HCYTOMAG-60K: IFN-y, IL-103, IL-6,
IL-10, MIP-1a, TNF-a), markers related to cardiovascular health (HCVD3MAG-
67K: CRP, Fibrinogen, L-Selectin, vWF) and periostin (HCMBMAG-22K). CRP, IFN-
y, IL-1B, IL-10, MIP-1a, periostin and TNF-a were evaluated in GCF while CRP,
Fibrinogen, IFN-y, IL-1B, IL-6, IL-10, L-Selectin, MIP-1qa, Periostin, TNF-a, and vWF

188 Gloria Gonzélez Pérez



Periostin en enfermedad periodontal y cardiovascular

were evaluated in serum. The assay for periostin has a sensitivity of 0.12 ng/ml

and no cross-reactivity, according to the manufacturer.

At the manufacturer recommendations, after the preparation of the reactants
necessary in the analysis (microspheres with immobilized antibodies, washing
buffer, standards) the assay procedure was initiated. The 96 wells of the plate
provided by the kit were previously washed with the wash buffer, and then the
standards were added to the appropriate wells. Subsequently, the test buffer and
the matrix solution (if required depending on the type of kit) were added in the
appropriate wells. Then, the GCF or serum samples were added (with the
appropriate dilutions following the manufacturer recommendations) and then the
magnetic microspheres. The plates were incubated at 4°C throughout the night
and after that, the detection antibodies were added. After one hour of incubation
at room temperature, streptavidin-phycoerythrin was added, the plate was
incubated for 30 minutes at room temperature and several plate washes were
performed. Finally, the reading buffer was added, and the plate was read in a
Luminex 200 device that measures the fluorescence of each well. The
concentration of each marker was calculated against the standard curve. Each

sample was analyzed in duplicate.

Statistical analysis

IBM SPSS-MacOS 28.0 (SPSS Inc., Chicago, IL) was used for the analyses. Results
are presented as mean (standard deviation) for continuous variables and as
percentage (frequency) for categorical data. Given the limited sample size, all
comparisons were evaluated by non-parametric tests. Differences between
groups were investigated by the Independent Samples Mann-Whitney U Test;
differences over time within each group were analyzed by the Related-Samples
Friedman's Two-Way Analysis of Variance by Ranks and pairwise comparisons

further evaluated applying the Bonferroni correction for multiple tests.
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Correlations between variables were evaluated by calculating the p value for the
Spearman's rank correlation coefficient. Differences were considered statistically
significant when p values were below 0.05. Graphics were constructed on

Microsoft® Excel for Mac v16.76 and Prism 7 for Mac.
RESULTS

Study population

A total of 878 patients were pre-screened from either direct interview during
follow-up at the Cardiovascular Clinic of the Hospital Virgen de las Nieves or
clinical records review at the School of Dentistry - University of Granada. From
those, 835 did not meet the inclusion criteria, 3 declined to participate while 4
were being treated for other pathologies. Thus, 36 patients were fully screened
for potential inclusion. Only 22 were randomized, 11 to each group, because 13
did not meet the inclusion criteria and another one did not show to the baseline
visit. All patients included were followed for the whole duration of the study. A

flow diagram of patients in the study is presented in Figure 1.
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Figure 1: Flow diagram of patients in the study.

Demographics and clinical basic data of randomized patients is presented in
Table 1. As noted, no statistically significant differences were detected between

groups for any variable except for diabetes. All 6 patients with diabetes were
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assigned to the PS group. Most patients were men in their mid-fifties,

overweighted, with high school or lower education level, former smokers, who
g g

had suffered an acute myocardial infarction that made them go under surgery for

placement of a stent in any of the coronary arteries less than a year before.

Table 1: Characteristics of patients included in the study.

Total - n=22 | NST-n=11 | PS - n=11 P value*
Age (years)
Mean | 56.32 57.73 54.91 0.300
Range | 45-68 45-68 48-65
Gender (n (%))
Male | 20 (20.91) 10(20.91) | 10(20.921) 1.000
Female | 2 (9.09) 1(9.09) 1(9.09)
Education level (n (%))
Less than high school | 15 (68.18) 10(90.91) | 5(45.45) 0.069
High school | 6 (27.27) 1(9.09) 5(45.45)
More than high school | 1 (4.55) 0(0.00) 1(9.09)
Smoking status (n (%))
Never Smoked | 4 (18.18) 2(18.18) 2(18.18) 0.054
Former (<10 | 4(18.18) 4 (36.36) 0 (0.00)
cigarettes)
Former (>10 | 11 (50.00) 3(27.27) 8(72.73)
cigarettes)
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Current (<10 | 3(13.64) 2(18.18) 1(9.09)
cigarettes)
Diabetes (n (%))
No | 16(72.73) 11(100.00) | 5(45.45) 0.004
Yes | 6(27.27) 0(0.00) 6 (54.55)
Cardiovascular event (n (%))
AMI | 3(13.64) 1(9.09) 2(18.18) 0.459
AMI + Stent | 18 (81.82) 10(90.91) |8(72.73)
Stent | 1(4.55) 0(0.00) 1(9.09)
Time since cardiovascular event (n (%))
>6 months - <1 year | 18 (81.82) 10 (90.91) 8(72.73) 0.121
>1year-<2years | 3(13.64) 0(0.00) 3(27.27)
>2 years - <3 years | 1(4.55) 1(9.09) 0(0.00)
Weight (kg) (mean | 79.55(14.50) | 75.27 83.82 0.270
(SD)) (12.63) (15.55)
Height (cm) (mean | 167.32(8.46) | 168.09 166.55 0.898
(SD)) (6.91) (10.07)
BMI (mean (SD)) 28.34 (4.25) | 26.57(3.99) | 30.10(3.89) | 0.056

*: p value (NST vs. PS): Independent Samples Mann-Whitney U Test for continuous variables; Chi-

square for categorical variables.

Note: AMI=Acute myocardial infarction; BMI=Body mass index.

Status and evolution of periodontal and atherosclerotic disease after

treatment

Gloria Gonzélez Pérez




Periostin en enfermedad periodontal y cardiovascular

Full-mouth average clinical attachment level was not statistically different
between groups at any time point. More than 50 % of sites had more than 5 mm
of calculated CAL at baseline, while only 30.88 (26.75) % and 38.06 (32.49) % at
6 months presented that measure or above in the NST and PS groups,
respectively (p=0.898 and p=0.905, baseline and 6 months, respectively;
Independent Samples Mann-Whitney U Test). The change over time was
significant in both groups (p<0.001, Related-Samples Friedman's Two-Way
Analysis of Variance by Ranks) when comparing the baseline data against the 3 or
6 months but not between 3 and 6 months (Bonferroni correction for multiple
comparisons). In all cases, probing depth decreased from 21.32 (15.11) % of sites
with more than 6 mm in the NST group and 17.89 (11.30) % in the PS group at
baseline (p=0.606, Independent Samples Mann-Whitney U Test) to 1.97 (3.44) %
and 1.71 (1.73) % at 6 months (p=0.604, Independent Samples Mann-Whitney U
Test). The change over time was statistically significant (p<0.001, Related-
Samples Friedman's Two-Way Analysis of Variance by Ranks) and, again,
specifically when comparing the baseline data against the 3 or 6 months but not
between 3 and 6 months (Bonferroni correction for multiple comparisons). FGM
and PD data is represented in Figure 2. Although overall CAL change from
baseline to either 3 or 6 months was not statistically different between groups,
the difference in PD reduction from baseline to 3 months was statistically
significant (1.18 (0.67) mm vs. 1.41 (0.59) mm; NST vs. PS, respectively; p<0.001,
Independent Samples Mann-Whitney U Test). Accordingly, sites with positive
BOP decreased from 39.60 (29.65) % and 42.90 (23.88) % at baseline to 1.48
(3.12) % and 0.00 (0.00) % at 6 months (NST and PS, respectively). Differences in
BOP were not statistically significant between groups but were significant over
time. Similarly, differences in both Pl and Gl were not statistically significant

between groups but were significant over time (Supplementary Figure 1 and
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Supplementary Figure 2). No differences were detected between groups in any

other periodontal variable, except WHI at 7 days.

Clinical Attachment Level

Baseline 3 months 6 months

mFGM-PS wmPD-PS 1 FGM-NST PD-NST

Figure 2: Graphical representation of CAL as a piled composition of FGM and PD

over time.

All periodontal data, WHI and pain over time is available in Supplementary

Tables 1-3.

Regarding other cardiovascular parameters such as blood pressure and
glycemia, no differences were observed neither between groups nor over time
(Supplementary Table 4 and Supplementary Figure 3 and Supplementary
Figure 4).
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Biomarkers in gingival crevicular fluid and serum

The levels of all biomarkers in the GCF and the statistical comparisons, both
between groups and over time, are summarized in Supplementary Table 5 and
graphically represented in Figure 3. Similarly, the analyses in serum are

presented in Supplementary Table 6 and Figure 4.
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3: Graphical representation of the different markers analyzed in the GCF

over time, including A) CRP, B) IFN-y, C) IL-13, D) IL-10, E) MIP-1a, F) periostin and

G) TNF-a.
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Figure 4: Graphical representation of the different markers analyzed in serum
over time, including A) CRP, B) Fibrinogen, C) IFN-y, D) IL-1B, E) IL-6, F) IL-10, G)
L-Selectin, H) MIP-1a, |) Periostin, J) TNF-qa, and K) vWF.

The levels of periostin in the GCF of patients with periodontitis who underwent
surgery increased significantly over time (p=0.019, Related-Samples Friedman's
Two-Way Analysis of Variance by Ranks) and with respect to the group who

received non-surgical therapy. Specifically, the concentrations of periostin at 1, 2
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and 4 weeks after surgery were significantly higher in the PS group compared to
the NST group (0.5 (0.38) vs. 3.16 (3.36) ng/ml, 1.4 (2.12) vs. 6.99 (6.36) ng/ml|,
and 0.6 (0.52)vs. 4.72 (4.44)ng/ml; p=0.010, p=0.007 and p<0.001, respectively).
Serum levels of periostin, on the other hand, did not vary significantly over time,
nor between groups. Analysis of this primary outcome confirmed that the

statistical power reached was low.

The concentrations of cytokines and chemokines characteristic of the
inflammatory process in periodontal disease and atherosclerosis showed no
significant differences either over time or between the two groups. This was

observed both in GCF and in serum.

Regarding specific markers of atherosclerotic disease and cardiovascular health,
including CRP, fibrinogen, L-selectin and vWF, we found no significant differences

neither over time nor between groups.

Finally, the analysis of possible correlations between the different biomarkers
analyzed and clinical data showed no clear trend; isolated significant correlations

were found though.
DISCUSSION

This study was designed to evaluate a possible reduction of periostin levels in
serum associated to increased periostin in the GCF because of periodontal
treatment. A temporary significant increase of local periostin levels was observed
after surgical treatment of periodontal disease. A reduction of some markers
associated with periodontal and atherosclerotic disease (e.g., IL-6, MIP-1q, and
TNF-a), particularly in the group who received periodontal surgery, was observed
although the differences were not statistically significant. The importance of this
study with respect to previous studies that analyzed how periostin levels vary in
periodontal disease lies in the inclusion of patients who present, in addition to

periodontitis, atherosclerotic disease of the coronary arteries. Only a previous
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cross-sectional study has studied patients with both diseases and has found a

potential role of periostin in the association (37).

Levels of periostin in the GCF of sites with periodontitis are significantly lower
than in sites with gingivitis and periodontal health (38). Periostin has been
particularly proposed as a marker of susceptibility and activity of periodontal
disease because it negatively correlates with the clinical parameters indicative of
periodontal health (39-41). In the presence of systemic diseases such as diabetes,
levels of periostin in the GCF in cases of periodontal disease are even lower (42).
Our group made important contributions to the understanding of this association
in a number of in vitro, animal and clinical studies (15,18-21). In summary, factors
associated to periodontal disease, such as inflammation and bacterial
byproducts, can reduce the expression of periostin by periodontal ligament
fibroblasts. Consequently, cell migration and extracellular matrix organization are
impaired. Aggressive forms of periodontal disease demonstrate even lower
levels of periostin, which confirms the double role in the maintenance of
periodontal structure (40,43). These are: 1) periostin is essential for maintaining
the strength of the periodontal structure; 2) if periostin is reduced either by the
action of inflammation or bacterial byproducts, the tissue destruction is initiated.
Fortunately, periodontal therapy has been shown to promote an increase in those
levels of periostin in the GCF (15,44,45). This transient increase would serve as a
booster for cell migration and extracellular matrix organization. Once the healing
is finalized, periostin levels should go back to the levels of a healed site; this is,
higher than in disease. In the current study, although other markers of
inflammation and tissue destruction have followed a non-regular pattern and
statistical differences have not been clearly demonstrated, the behavior of

periostin in the GCF has followed the same pattern as described in the
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aforementioned studies. This confirms, once more, its role in periodontal disease,

therapy, and healing.

In contrast, the levels of periostin that are released to the surroundings and reach
systemic areas follow the opposite scheme: periostin detection is higher in the
saliva of patients with periodontal disease, even higher if the periodontal disease
is an aggressive form (40). More distantly, beside the finding of periostin in
atheroma plaques (28), an animal study has found that periostin knock-out mice
did not develop aortic atherosclerotic plaque lesions as big as wild-type mice
(46). Furthermore, macrophage recruitment, extracellular matrix organization,
and fibrotic caps were reduced in the absence of periostin while MMP-2 and
MMP-13 were increased. Overall, the authors proposed therapeutic reduction of

periostin as a potential target for the treatment of atherosclerotic plaques.

Thus, although the levels of periostin in serum are not different between different
periodontal conditions (41), according to a previous study, after periodontal
surgery, levels of periostin decrease in serum following a similar transient pattern
as the increase in the GCF (15). This was hypothesized as an indication of a
reduction of the release of periostin from the local periodontal surgical site to the
systemic blood circulation. As a consequence, due to the heterofunctional aspect
of periostin in health and disease (22,25,47,48), those sites where periostin would
induce a negative effect, such as an atheroma plaque, would benefit from this
reduction of periostin after the periodontal therapy. However, in the current
study, no significant changes between groups at the different time points nor over
time were detected. These results indicate that there might be no systemic
influence of periodontal surgery on the expression of periostin in patients with
periodontitis and atherosclerosis, since its levels do not change in serum, in
contrast with those observed in a previous study (15). Even more, unfortunately,

in the current study, we have not been able to demonstrate changes in other
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markers nor any correlation with the levels of periostin, neither in the GCF nor in

serum.

Together with periostin, we have evaluated CRP, IFN-f, IL-103, IL-10, MIP-1a, and
TNF-a in GCF, and CRP, Fibrinogen, IFN-Z, IL-18, IL-6, IL-10, L-Selectin, MIP-1q,
TNF-a, and vVWF in serum. Markers of inflammation such as CRP, IFN-f, [L-113, IL-
10, MIP-1a, and TNF-a have been shown to be associated with the adaptive and
innate response. In turn, systemic levels of CRP, Fibrinogen, IL-6, L-selectin, TNF-
a and VWF have been associated with atherogenesis, endothelial dysfunction
and, thus, predictors of coronary artery disease (49). In the current study, although
not significantly, some such as IL-6, MIP-1a and TNF-a showed a reduction in
serum over time after periodontal treatment. Particularly, IL-6 is directly related to
myocardial damage in the chronic and not acute phase after infarction such as
troponin (50). The observed reduction may indicate long-term benefit rather than
immediate benefit. TNF-a is a widely known inflammatory mediator that plays a
determining role in the regulation of cardiac contractility and peripheral
resistance, the main determinants of myocardial function. Elevated levels have
been associated with ischemia-reperfusion damage, myocarditis, and
progression of congestive heart failure (51). Finally, high levels of MIP-1a are
associated with increased risk of new cardiovascular events independently with
other risk factors as it increases the recruitment of monocytes to the zone of
inflammation and may contribute to increased atheromatous plaque (52).
Therefore, the observed reduction of these markers may indicate that periodontal
treatment induces a systemic reduction of inflammatory markers and an
improvement in the maintenance of overall cardiovascular health. For some of
those markers, we observed differences at baseline, which could be related to

other conditions not factored in the current study. Regardless, periodontal
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disease might not influence systemic levels of cytokines in patients with acute

coronary syndrome, as commonly thought (53).

In any case, although the direct effects of periodontal treatment on cardiovascular
health and reduction of pro-atherogenesis markers through periostin, according
to the current study, might not be strong enough, we must keep in mind the
actions of periostin in the cardiovascular system as a whole. Particularly, periostin
is necessary and highly expressed during cardiac development. In the adult heart
itis not expressed at high levels but increases after acute events (54,55), reflecting
fibrotic remodeling processes (56) and subsequent short-term loss of function
(57). Thus, its use as a marker of the severity of cardiac damage has been
suggested (27,58). It may contribute to generate vulnerability to acute myocardial
infarction in cardiomyocytes (59) but it also induces the recruitment of
cardiomyocytes to the infarcted area (47), showing that the balance between
beneficial effects and low levels that shall prevent the fibrosis process is under
study with conflicting results. It all seems to be dependent on the time after
infarction (60). In atherosclerotic plaques periostin is increased (28) and
contributes to atherogenesis (61) by increasing smooth muscle cell migration (62)
and calcification (29), adventitial remodeling (63), and angiogenesis and MMP
production (30), which increases the risk of atherosclerotic coronary heart disease
(64). Thus, the goal would be to keep periostin high in the GCF associated to
periodontal health that would be associated to a limited release to the system; in
case of an acute atherosclerotic event, the low levels of periostin may help reduce

the consequences of such event.

Certain limitations of this study could affect the results presented. Among them,
the main one is the low number of individuals who participated in the study, which
ultimately affected the statistical power to detect differences in the primary

variable (differences in serum levels of periostin over time). However, the study
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was designed as a pilot study because of the limited information in the specific
hypothesis presented. In fact, the only study we know of in which the serum levels
of periostin were evaluated after periodontal treatment had a similar sample size
(15), and was, in fact, the base for the current study. Moreover, we must keep in
mind that periodontal disease may induce severe alteration of the systemic
inflammatory profile because of the continuous low-level inflammatory burden
and bacteremia with higher defensive cell counts and an increased risk of
systemic diseases, in comparison with healthy patients (65). However,
cardiovascular diseases are highly multifactorial, and patients often suffer from
other concomitant systemic pathologies and are undergoing chronic
pharmacological treatments. This could be masking the reduction of the
biomarkers we have evaluated in these patients. So much so that, although the
influence of diabetes, for example, on serum periostin levels has not been
specifically analyzed in the current study, there is biological plausibility for the
existence of this relationship, similar to that shown by Morsy & Ali (42). In turn,
diabetes influences cardiovascular disease by altering, among others, the normal
healing capacity because of changes in the inflammatory capacities and control
mechanisms. In this way, periostin could have a role in regulating both. Several
studies show that diseases such as diabetes or obesity and habits such as smoking
are related to periodontal disease affecting its progression and evolution while at
the same time affects the cardiovascular system; the interaction between all of
them ultimately modify the potential benefits on the cardiovascular health of
treating periodontal disease (4-6). In addition, if we consider the type of
treatment conducted in the current study, we must also mention a recent
systematic review of reviews that concludes that the evidence regarding the
impact of periodontal therapy on improvement of systemic diseases is not strong.
In fact, itis concluded thatthe evidence and reviews frequently lack proper quality

(66).
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Regardless of these limitations, the current study, for the first time, makes an
approximation to the biological plausibility of the interaction of periodontal and
coronary artery diseases through the actions of periostin. Although the results
might be inconclusive, they offer opportunities for future studies with higher

sample size and wider biomarkers under study.
CONCLUSION

Treatment of periodontal disease through periodontal surgery induces a local
and transient increase in the levels of periostin in the gingival crevicular fluid. The
effects on systemic markers of inflammation and cardiovascular function have not

been confirmed.
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SUPPLEMENTARY TABLES

Supplementary Table 1: Periodontal data combined or by group and time point.

All NST PS P value *
FGM (mm)
Baseline -1.31(1.03) -1.19(1.28) |-1.43(0.73) 0.243
3 months -1.61(1.16) -1.24(1.26) |-2.02(0.93) |0.085
6 months -1.93(1.08) -1.50(1.20) |-2.41(0.72) |0.035
P value ** 0.006 *** 0.332 0.005 ***
PD (mm)
Baseline 4.25(0.76) 3.89(0.81) |4.61(0.51) 0.034
3 months 2.70(0.68) 2.72(0.80) |2.69(0.57) 0.918
6 months 2.48 (0.73) 2.32(0.80) |2.65(0.65) 0.278
P value ** <0.007 **** <0.001 **** | 0.002 ****
CAL (mm)
Baseline 5.56 (1.27) 5.08(1.42) |6.04(0.92) 0.101
3 months 4.32(1.07) 3.96(1.16) |4.70(0.86) 0.099
6 months 4.39(1.33) 3.78(1.33) |5.06(1.01) 0.035
P value ** <0.007 **** 0.001 **** 1 0.002 ****
Mean PD change | 1.55(0.64) 1.17(0.60) |1.97(0.37) <0.001
from Baseline to 3
months
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All NST PS P value *

Mean PD change | 1.78(0.61) 1.59(0.69) 1.98 (0.46) 0.156
from Baseline to 6

months

Mean PD change | 0.23(0.72) 0.45(0.75) |-0.04(0.61) 0.203
from 3 to 6 months

Mean CAL change | 1.29(0.63) 1.18 (0.67) 1.41 (0.59) 0.468
from Baseline to 3

months

Mean CAL change | 0.04(0.97) 0.48 (0.84) |-0.52(0.86) 0.016
from Baseline to 6

months

Mean CAL change | 1.16(1.03) 1.57(0.79) |0.71(1.12) 0.053
from 3 to 6 months

BOP (% of sites)

Baseline 41.25(26.33) | 39.60 42.90(23.88) | 0.519

(29.65)

3 months 5.61(8.39) 3.88(6.65) | 7.50(9.98) 0.512
6 months 0.78 (2.33) 1.48(3.12) | 0.00(0.00) 0.497
P value ** <0.0017 **** <0.001 **** | <0.007 ****
PD26mm (% of sites)

Baseline 19.61(13.14) |21.32 17.89(11.30) | 0.606

(15.11)

3 months 4.22 (5.30) 6.40 (6.20) 1.81(2.73) 0.051
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All NST PS P value *

6 months 1.85(2.70) 1.97 (3.44) 1.71(1.73) 0.604

P value ** <0.007 **** <0.001 **** | 0.0017 ****

CAL25 (% of sites)

Baseline 56.58 (27.30) 55.83 57.34(28.27) | 0.898
(27.66)

3 months 36.94 (26.60) 33.74 40.46 (31.83) | 0.863
(21.90)

6 months 34.28 (28.99) 30.88 38.06(32.49) | 0.905
(26.75)

P value ** <0.007 **** 0.002 **** 0.002 ****

*: p value: Independent Samples Mann-Whitney U Test (NST vs. PS) at each time

point.

**: p value: Related-Samples Friedman's Two-Way Analysis of Variance by Ranks

within each groups comparing overall changes over time.

***: The comparison between baseline and 6 months was statistically significant

(p=0.005) applying the Bonferroni correction for multiple tests.

****: The comparisons between baseline and 3 months and baseline and 6

months were statistically significant applying the Bonferroni correction for

multiple tests
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Supplementary Table 2: Wound Healing Index (n (%)) combined or by group

and time point.

7 days 2 weeks 4 weeks
All
Complete healing 7 (31.82) 19 (86.36) 21(95.45)
Erythema 13(59.09) 3(13.64) 1(4.55)
Spontaneous bleeding 2(9.09) 0(0.00) 0(0.00)
NST
Complete healing 7 (63.64) 11(100.00) 11(100.00)
Erythema 4 (36.36) 0(0.00) 0(0.00)
Spontaneous bleeding 0(0.00) 0(0.00) 0(0.00)
PS
Complete healing 0(0.00) 8(72.73) 10(90.91)
Erythema 9(81.82) 3(27.27) 1(9.09)
Spontaneous bleeding 2(18.18) 0(0.00) 0(0.00)
P value * 0.004 0.062 0.306

*: p value: Chi-Square test (NST vs. PS).

Supplementary Table 3: Pain measured in a 0-100 mm scale combined or by

group and time point.

All NST PS P value *
7 days 9.14 (10.96) 11.82(13.47) 6.45 (7.43) 0.401
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2 weeks 9.41(12.05) 10.27 (10.43) 8.55(13.95) 0.365
4 weeks 1.41(3.71) 1.64 (3.67) 1.18 (3.92) 0.797
P value ** 0.035 *** 0.237 0.131

*: p value: Independent Samples Mann-Whitney U Test (NST vs. PS) at each time

point.

**: p value: Related-Samples Friedman's Two-Way Analysis of Variance by Ranks

within each groups comparing overall changes over time.

***: No significant pairwise comparison applying the Bonferroni correction for

multiple tests.
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Supplementary Table 4: Blood pressure (mm Hg) and glycemia (mg/dl) over

time. Data is shown as mean (SD).

All NST PS P value *

Systolic

Baseline 119.64 (12.40) 119.27(11.74) | 120.83 0.562
(13.60)

7 days 115.23(12.29) 112.73(11.26) | 117.73 0.365
(13.30)

2 weeks 118.81(11.93) 120.50(12.12) | 117.27 0.468
(12.12)

4 weeks 115.53(7.97) 115.45 (7.89) 115.63(8.63) | 1.000

3 months 120.75(13.31) | 118.64(11.20) | 123.33 0.882
(15.81)

6 months 119.71(13.75) 122.22(13.49) | 116.88 0.139
(14.38)

P value ** 0.837 0.341 0.530

Diastolic

Baseline 73.64 (9.90) 73.64(10.27) |73.64(10.02) | 0.949

7 days 68.41(9.68) 66.82(11.02) |70.00(8.37) | 0.699

2 weeks 68.57 (7.44) 70.50 (7.98) 66.82(6.81) |0.387

4 weeks 68.95 (6.36) 69.09 (7.69) 68.75 (4.43) | 1.000

3 months 69.00 (7.36) 69.09 (7.01) 68.89 (8.21) | 1.000

6 months 72.65(11.34) 75.00(15.21) |70.00(3.78) | 0.481
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P value ** 0.641 0.994 0.254

Glycemia

Baseline 137.68(53.38) | 139.64(50.21) | 135.73 0.898
(58.77)

7 days 127.19(29.33) | 131.73(34.18) | 122.20 0.557
(23.68)

2 weeks 127.62 (50.69) 125.70(54.52) | 129.36 0.654
(49.55)

4 weeks 123.15(29.11) 116.55(22.85) | 131.22 0.295
(35.01)

3 months 133.55(48.10) | 133.10(56.60) | 134.00 0.631
(43.17)

6 months 122.00 (44.68) | 127.00(55.43) [ 116.38 0.888
(31.35)

P value ** 0.737 0.700 0.845

*: p value: Independent Samples Mann-Whitney U Test (NST vs. PS) at each time

point.

**: p value: Related-Samples Friedman's Two-Way Analysis of Variance by Ranks

within each groups comparing overall changes over time.
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Periostin en enfermedad periodontal y cardiovascular

listed

alphabetically. All values represent mean (SD). Units are specified for each

molecule.
All NST PS P value *
CRP (ng/ml)
Baseline 14.18 (38.95) 7.17 (13.28) 20.49 (52.76) 0.720
7 days 4.66 (8.4) 5.56(11.67) 3.92(4.87) 0.503
2 weeks 6.05(12.15) 6.2 (14.85) 5.94(10.19) 0.766
4 weeks 5.82(17.13) 9.73(24.66) 2.29 (4.08) 0.315
3 months 17.47 (33.38) 21.82(40.38) 13.12(26.72) 0.721
6 months 4.13(5.54) 5.65 (6.64) 2.62(4.25) 0.589
P value ** 0.696 0.862 0.285
IFN-y (pg/ml)
Baseline 0.56 (0.53) 0.49(0.41) 0.64 (0.65) 0.730
7 days 0.51(0.36) 0.52(0.35) 0.51(0.38) 0.813
2 weeks 0.47(0.32) 0.48(0.21) 0.46(0.38) 0.713
4 weeks 0.5(0.29) 0.61(0.36) 0.42(0.22) 0.174
3 months 0.55(0.36) 0.49 (0.4) 0.62(0.33) 0.442
6 months 0.43(0.17) 0.38(0.19) 0.48(0.15) 0.421
P value ** 0.472 0.416 0.819
IL-1B (pg/ml)
Baseline 417.15(352.48) |401.58(314.94) | 429.90(395.36) | 0.766
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All NST PS P value *
7 days 219.88(334.13) | 466.81(444.63) | 62.75(36.46) 0.044
2 weeks 146.33(237.3) 270.48 (298.2) |59.42(142.99) |0.133
4 weeks 336.22 (440.79) | 490.03 (550.83) | 182.41(249.74) | 0.456
3 months 447.96 (498.95) | 451.36 (550.63) | 444.93(482.27) | 0.963
6 months 192.65(260.04) | 247.64(363.29) | 146.82(155.28) | 1.000
P value ** 0.020 *** 0.221 0.079
IL-10 (pg/ml)
Baseline 6.35(7.78) 5.02(2.52) 7.44(10.35) 0.370
7 days 7.66(4.75) 7.81(4.89) 7.56 (4.88) 1.000
2 weeks 6.38(8.17) 4.25(5.38) 8.12(9.82) 0.295
4 weeks 4.24(3.60) 4.10(3.40) 4.36 (3.95) 0.780
3 months 8.25(14.06) 6.69 (5.87) 9.64 (19.00) 0.606
6 months 5.75(9.78) 8.70(13.55) 2.80 (2.40) 0.485
P value ** 0.179 0.302 0.409
MIP-1a (pg/ml)
Baseline 12.29(11.91) 11.68 (13.66) 12.74(11.14) 0.968
7 days 21.93(16.46) 17.46 (14.00) 25.59(18.04) 0.331
2 weeks 28.39 (51.61) 14.32 (12.05) 38.23 (66.15) 0.962
4 weeks 9.68 (7.45) 10.89 (8.15) 8.71(7.13) 0.573
3 months 14.19(13.76) 18.24 (17.36) 10.59 (9.16) 0.541
6 months 15.79(17.14) 20.72 (20.65) 8.41(7.04) 0.352
222 Gloria Gonzélez Pérez




Periostin en enfermedad periodontal y cardiovascular

All NST PS P value *
P value ** 0.484 0.366 0.936
Periostin (ng/ml)
Baseline 0.48 (0.30) 0.47 (0.28) 0.49 (0.34) 1.000
7 days 1.96(2.80) 0.50(0.38) 3.16 (3.36) 0.010
2 weeks 4.48 (5.59) 1.40(2.12) 6.99 (6.36) 0.007
4 weeks 2.89(3.87) 0.6 (0.52) 4.72 (4.44) <0.001
3 months 1.25(1.52) 1.49(2.18) 1.04(0.61) 0.606
6 months 0.85(0.74) 0.97 (0.94) 0.73(0.53) 0.818
P value ** 0.605 0.716 0.019Q ****
TNF-a (pg/ml)
Baseline 5.16 (4.74) 5.00(5.17) 5.28 (4.66) 0.545
7 days 5.82(5.16) 6.04 (6.39) 5.69(4.71) 0.660
2 weeks 10.29 (15.80) 9.71(10.76) 10.75(19.51) 0.918
4 weeks 6.24 (4.26) 8.96(4.71) 4.53(3.12) 0.127
3 months 6.11(5.54) 6.41 (6.30) 5.84 (5.14) 0.963
6 months 5.04 (6.72) 8.39(9.21) 2.24(1.30) 0.429
P value ** 0.332 0.749 0.235

*: p value: Independent Samples Mann-Whitney U Test (NST vs. PS) at each time

point.

**: p value: Related-Samples Friedman's Two-Way Analysis of Variance by Ranks

within each groups comparing overall changes over time.
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***: Statistically significant comparison between baseline and 2 weeks (p=0.006,

Bonferroni correction for multiple tests).

****: No significant pairwise comparison applying the Bonferroni correction for

multiple tests.
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Supplementary Table 6: Markers in serum, listed alphabetically. All values

represent mean (SD). Units are specified for each molecule.

All NST PS P value *
CRP (pg/ml)
Baseline 59.09 (76.93) 90.20(102.82) | 31.09 (24.45) 0.447
2 weeks 77.51(171.64) 128.15(255.68) | 37.00(26.43) 0.696
3 months 57.77 (94.08) 90.47 (131.12) |29.16(30.99) 0.463
6 months 116.98 (269.91) 173.64 (386.61) | 60.31(55.74) 0.394
P value ** 0.696 0.960 0.392
Fibrinogen (pg/ml)
Baseline 26.13(20.16) 26.02 (18.96) 26.23(22.21) 1.000
2 weeks 18.70 (9.94) 19.09 (8.91) 18.40(11.16) 0.633
3 months 17.15(7.66) 18.73 (5.93) 15.78 (9.09) 0.336
6 months 32.64(36.09) 30.57 (19.68) 34.72 (49.68) 0.394
P value ** 0.241 0.165 0.706
IFN-y (pg/ml)
Baseline 4.16 (3.01) 4.36 (2.76) 3.95(3.45) 0.535
2 weeks 5.15(3.96) 5.60(3.57) 4.81(4.45) 0.414
3 months 4.57 (3.07) 5.37(2.98) 3.90(3.24) 0.329
6 months 4.36(2.72) 5.17 (3.55) 3.56(1.72) 0.686
P value ** 0.533 0.801 0.567
IL-1B (pg/ml)
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All NST PS P value *
Baseline 0.54 (0.31) 0.48(0.30) 0.59(0.33) 0.315
2 weeks 0.49(0.38) 0.54 (0.46) 0.45(0.32) 0.515
3 months 0.60(0.51) 0.42(0.23) 0.76 (0.64) 0.281
6 months 0.52(0.29) 0.45(0.08) 0.58(0.42) 0.818
P value ** 0.543 0.159 0.268
IL-6 (pg/ml)
Baseline 2.23(2.66) 2.12(1.81) 2.34(3.36) 0.277
2 weeks 1.83(1.64) 1.57 (0.92) 2.09 (2.18) 0.959
3 months 2.06 (2.74) 1.84(3.71) 2.31(1.20) 0.082
6 months 1.65(1.94) 1.88(2.59) 1.42(1.25) 0.841
P value ** 0.392 0.818 0.334
IL-10 /pg/ml)
Baseline 10.27 (13.34) 6.58 (2.91) 13.6(17.95) 0.497
2 weeks 10.74 (10.92) 5.86(1.77) 14.65 (13.60) 0.043
3 months 8.36(8.03) 6.35(4.09) 10.13(10.35) 0.397
6 months 9.5(7.51) 8.57 (4.57) 10.43 (10.06) 0.699
P value ** 0.451 0.682 0.025
L-Selectin (ug/ml)
Baseline 5.94 (3.66) 6.76 (4.29) 5.21(3.02) 0.447
2 weeks 4.96(2.23) 5.14 (2.54) 4.82 (2.08) 0.696
3 months 5.16 (1.96) 5.58(2.20) 4.79(1.79) 0.694
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All NST PS P value *
6 months 9.81(12.86) 7.50 (4.94) 12.12(18.08) 0.589
P value ** 0.266 0.112 0.457
MIP-1a (pg/ml)
Baseline 5.52(4.57) 3.84(3.93) 7.03(4.76) 0.095
2 weeks 3.00(2.09) 2.53(1.15) 3.38(2.62) 0.696
3 months 4.45 (4.87) 4.78 (5.84) 4.17 (4.24) 0.955
6 months 2.98(2.29) 2.95(2.87) 3.02(1.80) 0.589
P value ** 0.675 0.852 0.241
Periostin (ng/ml)
Baseline 94.66(20.12) 95.16(23.3) 94.22 (18.07) 0.661
2 weeks 91.93(25.11) 87.90(27.11) 95.16 (24.35) 0.515
3 months 90.12 (20.66) 87.23(20.17) 92.66(22.12) 0.694
6 months 95.56 (28.62) 93.61(35.7) 97.5(22.76) 0.818
P value ** 0.806 0.691 0.535
TNF-a (pg/ml)
Baseline 3.71(2.03) 2.34(1.97) 4.81(1.32) 0.006
2 weeks 3.45(1.50) 3.07 (1.27) 3.79(1.67) 0.423
3 months 3.15(1.71) 2.27 (0.94) 3.93(1.90) 0.054
6 months 2.78(1.69) 2.35(0.74) 3.14(2.21) 0.792
P value ** 0.856 0.308 0.266
Von Willebrand Factor (pg/ml)
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All NST PS P value *
Baseline 107.7 (53.23) 126.39 (55.84) | 90.88(47.23) 0.182
2 weeks 92.69 (44.09) 109.63(53.28) | 79.15(31.72) 0.203
3 months 93.37 (42.06) 106.86 (41.94) | 81.56(41.09) 0.232
6 months 148.58 (122.8) 136.92 (66.1) 160.25(168.75) | 0.699
P value ** 0.069 0.127 0.204

*: p value: Independent Samples Mann-Whitney U Test (NST vs. PS) at each time

point.

**: p value: Related-Samples Friedman's Two-Way Analysis of Variance by Ranks

within each groups comparing overall changes over time.
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Supplementary Figure 1: Plaque index overtime in each group (Periodontal

surgery vs. Non-surgical therapy).
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Supplementary Figure 2: Gingival index overtime in each group (Periodontal

surgery vs. Non-surgical therapy).
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Supplementary Figure 3: Blood pressure over time by treatment group. No

differences were observed neither between groups nor overtime.
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Supplementary Figure 4: Glycemia over time by treatment group. No

differences were observed neither between groups nor overtime.
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