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Resumen

Introduccion: Las enfermedades gingivo-periodontales comprenden un conjunto
de entidades que afectan a cualquier organo del periodonto, iniciado por bacterias
periodontopatogenas, pero el determinante de la progresion de la enfermedad es la
respuesta inmunitaria del huésped. Las toxinas bacterianas estimulan a células defensivas
de los tejidos periodontales a que secreten mediadores inflamatorios y productos
endogenos como las proteinas de choque térmico (Hsp). Objetivo: Comparar los niveles
de Hsp60 en pacientes con gingivitis y periodontitis cronica en muestras de saliva y fluido
crevicular gingival. Materiales y Métodos: La poblacion de estudio estuvo constituida
por 20 pacientes que acudieron al servicio de periodoncia del Hospital Universitario de
Maracaibo; 10 pacientes presentaron gingivitis y 10 periodontitis cronica, a los cuales se
les tomaron muestras de fluido crevicular gingival y saliva total no estimulada. La Hsp60
se determind a través del ensayo de ELISA. Resultados: Se evidenciaron diferencias
estadisticamente significativas al comparar los niveles de Hsp60 de pacientes con gingivitis
y periodontitis cronica tanto en saliva como en fluido crevicular gingival. Conclusiones:
La determinacion de Hsp60 podria ser utilizada como biomarcador inflamatorio a nivel de
la cavidad bucal, el cual pudiese jugar un papel importante en la cronicidad y destruccion
de los tejidos periodontales.
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Hsp60 levels in saliva and gingival crevicular fluid of patients

with periodontal disease

Abstract

Introduction: The gingival periodontal diseases comprise a set of entities that
affect any organ periodontal initiated by periodontal pathogenic bacteria, but the
determinant of the progression of the disease is the immune response of the host.
These bacterial toxins stimulate the defense cells of the periodontal tissues to secrete
various inflammatory mediators and other endogenous products such as heat shock
proteins (Hsp). Objective: to compare the levels of Hsp60 in patients with gingivitis and
chronic periodontitis in saliva and gingival crevicular fluid. Materials and methods:
the study population consisted of patients 20 patients who assisted to the service of
Periodontics at the University Hospital in Maracaibo; 10 patients with gingivitis and 10
with chronic periodontitis, to which samples were taken from gingival crevicular fluid and
whole unstimulated saliva. The Hsp60 was determined through ELISA assay. Results:
Statistically significant differences were found when comparing the levels of Hsp60 in
patients with chronic gingivitis and periodontitis in both saliva and gingival crevicular
fluid. Conclusions: The determination of Hsp60 could be used as inflammatory biomarker
that could play an important role in the chronicity and destruction of periodontal tissues.

Keywords: Gingivitis; chronic periodontitis; Hsp-60; saliva; gingival crevicular fluid.

Introduccion estructuras de sostén del diente, incluyendo
ligamento periodontal, cemento y el hueso
Las enfermedades gingivo- alveolar, lo que conlleva a la formacion de

periodontales comprenden un conjunto
de entidades que afectan a cualquier
organo del periodonto, las cuales estan
caracterizadas por un grupo de alteraciones
clinicas de etiologia infecciosa que producen
lesiones inflamatorias con una elevada
capacidad destructiva local!. Dentro de
estas alteraciones tenemos la gingivitis y la
periodontitis. La gingivitis es la forma masleve
de enfermedad periodontal, caracterizada
por un proceso inflamatorio que cursa con
alteracion clinica de la encia en relacion al
color, forma, tamano, textura y consistencia,
sin alteracion de las estructuras de soporte
del diente, ésta es ocasionada por el biofilm
que se acumula en la superficie dentaria
adyacente al tejido gingival®.

En tanto que la periodontitis crénica, es
una enfermedad inflamatoria caracterizada
por la destruccion progresiva de las

bolsas periodontales o surcos profundizados
patologicamente entre la encia y la raiz del
diente, que finalmente conduce a la pérdida
de dientes. Esta entidad se asocia con una
microflora compleja que contiene mas de 400
especies diferentes, entre bacterias gram-
negativas y gram-positivas®. El mecanismo
fisiopatologico por el cual ocurre esta
sucesion de fenomenos tiene su explicacion
en la respuesta inmunitaria del hospedero
frente a los microorganismos productores de
toxinas (endotoxinas bacterianas) conocidas
ampliamente como periodontopatogenos.
Estas endotoxinas estimulan a las células
de defensa de los tejidos periodontales a
que secreten mediadores inflamatorios
como citocinas entre las cuales estan la
citocina IL-1, el factor de necrosis tumoral
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alfa (TNF- a) o el receptor activador del
factor kP ligando (RANKL). En adicion a
estos mediadores inflamatorios también se
liberan otros productos endogenos como
las proteinas de choque térmico 60 (Hsp60),
proteina C reactiva (PCR), lactoferrina,

calprotectina, defensinas, lamininas,
proteina quimioatrayente de monocitos,
entre otras sustancias potencialmente
citotoxicas®.

Las proteinas de choque térmico (Hsp)
pertenecen a una superfamilia de proteinas,
que se encuentran en su mayor parte, en
forma constitutiva en todas las células
pro y eucariotas. Frente a determinadas
agresiones ambientales, los organismos
reaccionan con un mecanismo de defensa
celular que involucra la sobreexpresion
de estas proteinas cuya principal funciéon
es minimizar los danos producidos ante
cualquier estrés®®. Una de las Hsp que esta
fuertemente vinculada con las respuestas
inmunogénicas es la Hsp60, se especula
que inicia las enfermedades inflamatorias
cronicas en las cuales la respuesta
autoinmune a la Hsp60 puede ser central
en el proceso patogénico’. En este sentido,
Tabeta y col.® senalan el papel de la Hsp60
como molécula antigénica expresada
durante los procesos periodontales cronicos
y ulceracion oral.

En otro orden de ideas, el fluido
crevicular gingival es un trasudado del
suero que circula por los vasos sanguineos
gingivales, modificado por las célulasy tejidos
del area del surco®, que luego atraviesa
la pared blanda del surco gingival para
llegar al espacio crevicular, participa en los
mecanismos de defensa mediante su accion
de arrastre mecanico, dilucion de toxinas
bacterianas, componentes antibacterianos
y células de defensa como los leucocitos
polimorfonucleares®.

Por otra parte, en los ultimos tiempos
la saliva se ha propuesto como un fluido
corporal util para el diagnéstico de diversas
enfermedades  sistémicas tales como:
leucemia, sindrome de Sjogren, SIDA, lupus
eritematoso sistémico, diabetes mellitus

HSP60 en pacientes con enfermedad periodontal.

y enfermedad periodontal, entre otras.
Varios marcadores inflamatorios y productos
derivados del huésped en la saliva tales como
IL-1, TNF-a, metaloproteinasas de la matriz,
la elastasa de neutréfilos humanos, entre
otros, han sido evaluados para su uso como
marcadores de actividad de la enfermedad
periodontal.

Elrol de las Hsp60 en la patogénesis de
la enfermedad periodontal no esta totalmente
dilucidado, razon por la cual la presente
investigacion tiene por objetivo comparar los
niveles de Hsp60 en pacientes con gingivitis
y periodontitis cronica en muestras de saliva
y fluido crevicular gingival.

Materiales y Métodos

Pacientes

Grupo experimental

La muestra de estudio estuvo
conformada por 10 pacientes con gingivitis
y 10 pacientes con periodontitis cronica, en
edades comprendidas entre los 20 a 60 anos
que acudieron al Servicio de Periodoncia del
Hospital Universitario de Maracaibo (HUM).
Como criterios de inclusion se consideraron:
Pacientes con gingivitis segiin los criterios de
la Academia Americana de Periodontologia:
eritema gingival, edema, sangrado al
sondaje, agrandamiento y sensibilidad!!,
para lo cual se utilizo el indice gingival (IG)
de acuerdo a los criterios de Loe & Silness!?y
el indice de placa (IP) segin Silness & Loe!®.
Pacientes con periodontitis crénica segun
los criterios de la Academia Americana de
Periodontologia: localizada o generalizada en
funcion de si <30% o >30% de los sitios que
estan involucrados. La gravedad se basa en
la cantidad de pérdida de insercion clinica
(PIC) y se designa como leve (1-2 mm PIC),
moderada (3-4 mm PIC) o grave (> S mm PIC)
11

criterio de exclusion se

Sujetos con formas
agresivas de enfermedad periodontal,
diabéticos, embarazo, VIH, desordenes
oseos, necesidades de profilaxis antibiotica

Como
consideraron:
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previa, habitos de cigarrillo y alcoholismo,
pacientes que toman drogas que afectan el
metabolismo, esteroides, anticonceptivos,
antiinflamatorios y aquellos que recibieron
tratamiento periodontal en los ultimos 6
meses. Piezas con destruccion coronaria,
caries y restauracion gingival y coronaria
total. En caso de ausencia de la pieza
dentaria indice o de estar entre los criterios
de exclusion, se tomara la pieza del mismo
grupo mas proxima.

Este  proyecto cont6 con la
aprobacion del Comité de Bioética del
Hospital Universitario de Maracaibo.
Ademas se incluyé en la historia clinica,
el Consentimiento Informado, el cual fue
firmado por cada sujeto una vez explicado el
proposito de dicho estudio.

Evaluacion clinica

La evaluacion clinica la realizo un
periodoncista, debidamente entrenado
en la deteccion de signos y sintomas de la
gingivitis y periodontitis (Coeficiente de
kappa intraexaminador = 0.86). Todas las
evaluaciones, se llevaron a cabo después
de la higiene oral. Los examenes clinicos
se realizaron con los pacientes acostados
y se utilizd0 una lampara frontal de luz
halogena, un espejo bucal plano y una sonda
periodontal Williams.

El estado de los tejidos de soporte
dentario se evalu6 mediante la medicion
de la profundidad del surco gingival y el
nivel de insercion, en seis puntos de cada
diente seleccionado (mesial, medio y distal
por vestibular y margen gingival palatino-
lingual). Para la profundidad del surco se
midi6 la distancia desde el margen gingival
hasta la localizacion de la punta de la sonda
periodontal. En relacion al nivel de insercion,
se midi6 la distancia desde la base de la bolsa
hasta linea amelocementaria.

Examen radiografico

Se determiné el nivel 6seo a través
de radiografias panoramicas y periapicales
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para evaluar la cresta alveolar con relacion
a la union cemento - esmalte de los dientes
adyacentes.

Recoleccion de Muestra de Saliva

Después de realizar el registro de los
parametros clinicos, se recolectaron 2ml de
saliva no estimulada en un envase estéril en
las primeras horas de la manana, la cual se
transporto en hielo hasta el laboratorio. La
muestra fue centrifugada a 300g durante 15
minutos a 4°C. El sobrenadante se trasvaso
a otro tubo estéril y se almaceno a -70 °C
hasta ser procesados.

Recoleccion de Muestra de Fluido
Crevicular Gingival

Previa a la obtencion de la muestra, se
les indico a los pacientes no ingerir alimentos
durante 1 hora antes. Se obtuvo la muestra,
una vez realizado el aislamiento relativo de la
zonaelegida,laplacabacterianasupragingival
fue removida con rollos de algodéon con
sumo cuidado tratando de no tocar la encia
y el secado se llevo a cabo con una suave
corriente de aire por 15”. Se utilizaron puntas
papel absorbente los cuales se introdujeron
en la entrada del surco gingival sin ejercer
presion alguna durante 30 segundos en 3
sitios de la cara vestibular de los dientes que
presentaban mayor grado de severidad de
enfermedad periodontal. Luego las puntas
de papel fueron colocadas en un tubo
estéril con 180pL de buffer fosfato salino!*.
Aquellas tiras visiblemente contaminadas
con sangre fueron descartadas. La muestra
se centrifugd a 300g durante 15 minutos
a 4°C. El sobrenadante se trasvaso a otro
tubo estéril y se almaceno a -70 °C hasta ser
procesados.

Determinacion de HSP60

La Hsp60 fue determinada a través del
ensayo inmuno enzimatico indirecto (ELISA),
para lo cual se utilizé un kit comercial. Este
permitio determinar cuantitativamente los
niveles de Hsp60 presentes en las muestras
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de fluido crevicular y saliva. La reaccion
colorimétrica fue cuantificada en un lector
de microplacas (Titertek Multiskan® PLUS.

Analisis Estadistico

La comparacion de los resultados
obtenidos serealizoutilizandoel programa
GraphPad Instat version 3.05 y Graph
Pad prisma 5 para la representacion
grafica de los datos. Al hacer analisis de
las muestras en los dos grupos de estudio
se utilizo la prueba de t no pareado, con
un limite de significancia p<0,05. Los
resultados se expresaron media *+ error
estandar.

Resultados

Del total de 20 pacientes evaluados
la muestra quedo distribuida de
la siguiente manera: el grupo de
pacientes con periodontitis estuvo
constituido por 7 pacientes femeninos
y 3 masculinos, entre 23-60 anos de
edad (X =45.8411.31). En relacion al
grupo de pacientes con gingivitis estuvo
constituido por 7 pacientes femeninos y
3 masculinos, entre 20-31 anos de edad
(X =26.6+£5.94).

HSP60 en pacientes con enfermedad periodontal.

En cuanto al indice gingival (IG) en
los pacientes con periodontitis cronica se
observo que el 70% presenté grado ligero
y 30% correspondian al grado moderado;
mientras que para el indice de placa (IP) el
50% correspondian al grado ligero y 50% al
moderado. Para el grupo de pacientes con
gingivitis se evidencio un 60% grado ligero,
30% moderado y 10% indice normal para el
IG; en relacion al IP fue 60% grado ligero y
40% moderado. Es importante mencionar,
que el 100% de los pacientes evaluados
presentaron calculo dental.

Al estudio radiografico 100% de los
pacientes examinados con periodontitis
cronica presentaron un patron de pérdida
6sea horizontal generalizada y disminucion
del trabeculado 6seo, 70% presento pérdida
de la lamina dura y el 30% presenté un
remanente 6seo menor del 50 %.

En cuanto a los niveles de Hsp60
en el fluido crevicular gingival del grupo
de pacientes con periodontitis cronica y
gingivitis se obtuvo una media de 15.04+3.93
y 2.89%+0.51, respectivamente; al realizar la
comparacion entre ambos grupos se observo
una diferencia estadisticamente significativa
(p<0.01) (Fig. 1).

El Periodontitis crénice
[ Gingivitis

[ ]

*p< 0.01

Fig 1. Niveles de Hsp60 en muestras de fluido crevicular gingival en pacientes con

periodontitis cronica y gingivitis

En relacion a las muestras de saliva
total no estimulada los resultados de
la determinacion de la Hsp60, fueron
13.16£3.95 para periodontitis y 2.94+0.85

para gingivitis, evidenciandose diferencias
estadisticamente significativas al realizar la
comparacion entre ambos grupos (p<0.095)
(Fig. 2).
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Hl Periodontitis crénica
1 Gingivitis

]

* p<0.05

Fig 2. Niveles de Hsp60 en muestras de saliva en pacientes con periodontitis cronica y

gingivitis.

Discusion

Se ha demostrado que las bacterias
periodontopaticas son los agentes etiologicos
principalesenlaenfermedad periodontal, pero
el determinante ultimo de la progresion de la
enfermedad es una respuesta inmunitaria
aberrante del huésped. La respuesta
inmune se activa normalmente a través de la
exposicion a antigenos bacterianos conocidos
como patrones moleculares asociados
a patogenos (PAMP), tales como LPS,
fimbrias y la proteina membranosa exterior
y diversos autoantigenos como la Hsp60®.
Sin embargo, se ha descrito que la expresion
de la Hsp60 en la enfermedad periodontal y
la presencia de anticuerpos anti-Hsp60, no
solo ejercen efectos patogénicos en el sitio
de la inflamacion, sino que también ejercen
una posible contribucion en la progresion de
la destruccion periodontal'®.

Escasa literatura ha sido publicada con
respecto a los niveles de Hsp60 en los fluidos
biologicos utilizados para el diagnostico de
la enfermedad periodontal, sin embargo,
en este estudio se observé diferencia
estadisticamente significativa al comparar
los niveles de esta proteina en muestras de
fluido crevicular entre ambos grupos, lo cual
pudiera coincidir con lo reportado por Honda
y col.*, quienes evidenciaron mayores niveles

de Hspb60 en pacientes con periodontitis
en comparacion con los de gingivitis, sin
embargo, este estudio fue realizado en
muestras de tejido gingival; lo que sugiere
que esta proteina podria tener la capacidad
de estimular la reactividad proinflamatoria de
las células humanas del sistema inmunitario
innato y contribuir con la progresion de la
destruccion periodontal a través de la fijacion
del sistema de complemento, asi como
también citotoxicidad celular dependiente de
los anticuerpos.

En cuanto a los niveles salivales
de Hsp60, en este estudio se observo
una diferencia significativa al comparar
los niveles de Hsp60 de pacientes con
periodontitis cronica con los de gingivitis,
lo que podria estar vinculado con que a
medida que avanza el cuadro inflamatorio
de la enfermedad se incrementa el valor
de esta proteina y por ende la destruccion
periodontal, estos hallazgos difieren con
lo reportado Nethrayathy y col!’. quienes
observaron diferencias no significativas
en los niveles salivales de Hsp60 entre
pacientes con periodontitis al compararlo
con los sujetos sanos, y al establecer una
relacion entre la Hsp60 salival y sanguinea,
observaron que no existe una correlacion
entre ambas. Lo cual podria conllevar a que
la enfermedad periodontal no contribuye
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significativamente a incrementar los niveles
de Hsp60 sanguineos.

Finalmente, los resultados obtenidos
sugieren que la Hsp60 desempenia un
papel importante en el proceso inflamatorio
de la cavidad oral durante la enfermedad
periodontal, donde la saliva puede ser
considerada como un segundo fluido para el
estudio de la enfermedad periodontal, ya que
la mayoria de sus constituyentes provienen
del fluido crevicular gingival.

Todos estos hallazgos demuestran,
que estudios futuros deberian ser llevados a

HSP60 en pacientes con enfermedad periodontal.

cabo con un mayor numero de sujetos que
permitan corroborar la posibilidad de utilizar
la Hsp60 para el diagnoéstico y progresion de
la enfermedad periodontal.
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