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RESUMEN

La piridinolina (ICTP) es una molécula de degradacion de colageno que luego de la reabsorcion
de hueso y la degradacion de la matriz colagena es liberada a la circulacion y no puede pasar a
vias anabolicas y ser reutilizada durante la sintesis de colageno, por lo cual podria considerarse un
biomarcador especifico de reabsorcion 0sea. El objetivo de este trabajo fue determinar los niveles de
ICTP en el FGC de pacientes con periodontitis cronica progresiva. Para esto, en 14 sitios inactivos y
14 sitios activos determinados segun el método de tolerancia, se midio los niveles de ICTP utilizando
el ICTP EIA. Uni Q, los resultados se analizaron usando el programa Stata 7.0 y el student-test para
las muestras no paramétricas. Se determind que los niveles de ICTP en los sitios activos eran elevados
y la diferencia con los sitios inactivos eran estadisticamente significativa (p=0,001). De esta manera
fue posible concluir que los elevados niveles de ICTP permiten sugerir su utilizacion como predictor de
destruccion osea alveolar.
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ABSTRACT

Pyridinoline (ICTP) is a molecule of collagen degradation that after bone resorption and degradation
of the collagen matrix is released into the circulation and can not pass anabolic pathways and reused
during collagen synthesis, whereby it could be considered a specific biomarker of bone resorption.
The aim of this study is to determine the levels of ICTP in the GCF patients with progressive chronic
periodontitis. In 14 inactive sites and 14 active sites determined by the method of tolerance, ICTP levels
were measured using the ICTP EIA. Uni Q, the results were analyzed using Stata 7.0 program and the
student-test for nonparametric samples. It was determined that the levels of ICTP in the active sites
were high and the difference inactive sites were statistically significant (p = 0.001). Based in our results
we concluded that the high levels of ICTP suggests its use as a predictor of alveolar bone destruction.
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INTRODUCCION

Laperiodontitisesunaenfermedadinfecciosa
de etiologia multibacteriana, caracterizada por
la pérdida de los tejidos de soporte del diente:
ligamento periodontal, cemento radicular y hueso
alveolar (1). Clinicamente se caracteriza por la
pérdida de insercion clinica y formacion de bolsas
periodontales (2). Los factores microbianos,
factores asociados al huésped, como la herencia,
y factores ambientales, como el tabaquismo, son
igualmente importantes como determinantes
del desarrollo y la severidad de la enfermedad.
Investigaciones han demostrado la interaccion de
estos factores en las enfermedades multifactoriales
tal como la enfermedad periodontal (3).

Los parametros tradicionales para el
diagnostico clinico periodontal, nivel de insercion
clinica (NIC), profundidad al sondaje (PS); tienen la
ventaja de ser de facil uso, ser efectivos y eficaces
y poco invasivos. Sin embargo, son limitados
debido a que solo representan la historia de la
enfermedad, al momento de efectuar la evaluacion.
La determinacion del NIC mediante una sonda
periodontal y la evaluacion radiografica de pérdida
de hueso alveolar son antecedentes historicos de
episodios de destruccion y requieren de un umbral
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de pérdida de insercion de tejido periodontal de
soporte antes que el sitio sea identificado como
que experimenta progresion de la enfermedad
periodontal (4).

Por lo cual la investigacion en el diagnostico
de las enfermedades periodontales ha sido
dirigida hacia métodos de identificacion de
riesgo que puedan ser cuantificados mediante
medidas objetivas, estos son los biomarcadores
de destruccion (5).

Un biomarcador o marcador bioldgico es una
molécula medida objetivamente y evaluada como
un indicador de procesos bioldgicos normales,
procesos patologicos o respuestas farmacoldgicas
alaintervencion terapéutica (6). La saliva y el fluido
gingival crevicular (FGC) son faciles de recolectar
y contienen marcadores sistémicos y locales
derivados de enfermedad periodontal, y podrian ser
la base para la evaluacion de biomarcadores para
la periodontitis y otras enfermedades sistémicas
(7). La naturaleza simple y no invasiva del analisis
de la saliva y fluido gingival crevicular pueden ser
especialmente beneficiosas en la determinacion
del estatus actual periodontal y para monitorear
la respuesta al tratamiento (8). Algunos estudios
han demostrado que la determinacion de los
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niveles de mediadores inflamatorios en fluidos
biolégicos es un buen indicador de actividad
inflamatoria. Ademas, estudios relacionados a la
patogénesis de las enfermedades periodontales
usualmente examinan marcadores bioquimicos
e inmunoldgicos en saliva y FGC que podrian
reflejar la extension de la destruccion periodontal
y posiblemente predecir futura progresion de la
enfermedad. Biomarcadores presentes en el fluido
gingival crevicular que han sido estudiados para
el diagnostico periodontal incluyen proteinas del
huésped (enzimas, inmunoglobulinas, interleuquinas,
citoquinas, quimioquinas, prostaglandinas), hormonas,
bacterias y sus productos (5).

La matriz organica del hueso esta compuesta
en un 90% por colageno tipo | (9). Los productos
de degradacion del colageno son marcadores
evaluables de pérdida o0sea en enfermedades
metabolicas como osteoporosis, artritis reumatoide,
enfermedad de Paget e hiperparatiroidismo. El
biomarcador piridinolina (ICTP) representa una clase
de molécula de degradacion de colageno que incluye
piridinolina, deoxypiridinolina, N-telopeptidos y
C-telopeptidos, que luego de la reabsorcion de
hueso y la degradacion de la matriz colagena son
liberadas a la circulacion y no pueden pasar a vias
anabolicas y ser reutilizadas durante la sintesis
de colageno, considerandose biomarcadores
especificos de reabsorcion dsea (10).

Debido a su especificidad con respecto a la
reabsoricion 0sea, la piridinolina podria representar
una ayuda diagnostica potencialmente valiosa en
periodoncia, esto debido a que ha mostrado ser un
buen predictor de futura pérdida de hueso alveolar
y de niveles de insercion (11).

Niveles sanguineos elevados de ICTP han
mostrado tener correlacion con reabsorcion 0sea
en diferentes enfermedades metabolicas de hueso,
tales como osteoporosis, artritis reumatoide vy
enfermedad de Paget (12).

MATERIALES Y METODOS

Se estudiaron 20 individuos, seleccionados
y tratados en el Centro de Referencia de Salud
(CRS) Cordillera, Pefialolén, Santiago de Chile, los
cuales cumplieron con los siguientes criterios de
inclusion y exclusion:

CRITERIOS DE INCLUSION

e [ndividuos mayores de 35 afios.

e Diagnostico clinico de periodontitis cronica vy
niveles de severidad de enfermedad moderada
a avanzada.

e Tener al menos 14 dientes, sin contabilizar los
terceros molares, de los cuales al menos 8
deben ser molares o premolares.

e Para el diagnostico de periodontitis cronica
al menos 5 a 6 dientes deben tener bolsas
periodontales de profundidad de sondaje >5
mm, pérdida de insercion clinica >3 mm vy
evidencia radiografica de destruccion 0sea
alveolar. La pérdida de insercion clinica >3
mm debe ser concomitante con la profundidad
de sondaje =5 mm.

CRITERIOS DE EXCLUSION

e Presentar enfermedades sistémicas que afecten
la progresion de la enfermedad periodontal.

e Haber recibido: anti-inflamatorios esteroidales
0 no esteroidales en el periodo de 6 meses y
terapia periodontal y antibioterapia en el periodo
12 meses previos al examen clinico inicial y su
incorporacion al estudio.

e Si es mujer, estar
anticonceptivos orales.

embarazada o0 usar

Todos los sujetos recibieron una clara
explicacion del protocolo de investigacion y firmaron
un consentimiento informado aprobado por el
Comité de Etica de la Facultad de Odontologia de
la Universidad de Chile.

ODOVTOS-Int. J. Dent. Sc. I No.18-3: 61-68, 2016. ISSN:1659-1046. 63



ODOVTOS-International Journal of Dental Sciences

Los parametros clinicos de profundidad de
sondaje, nivel de insercion clinico, sangramiento
al sondaje, indice de placa bacteriana fueron
evaluados en todos los dientes por un investigador
entrenado y calibrado. Los pacientes fueron
evaluados clinicamente a los 2 meses para definir
periodontitis progresiva de acuerdo al método de
tolerancia (14).

Se tomaron muestras de fluido gingival
crevicular de 2 sitios activos y 2 sitios inactivos en
cada paciente. Una vez definida la progresion de la
enfermedad, estos recibieron |a terapia periodontal
convencional que consiste en destartraje supra y
subgingival y alisado radicular e instrucciones de
control de placa bacteriana.

Previo aislamiento relativo con térulas de
algodon, destartraje supragingival con curetas
periodontales (Hu Friedy, Gracey, USA) y secado
gingival cuidadoso con jeringa de aire, se tomd
una muestra de fluido gingival crevicular (FGC)
en 2 sitios periodontales activos y 2 inactivos, de
preferencia proximales de cualquier diente, con
tiras de papel Periopaper® (ProFlow, Amityville, NY,
USA). Las tiras de papel se colocaron en la bolsa
periodontal, hasta obtener una leve resistencia
tisular, manteniéndolas en el lugar durante 30 seg
(Figura 1). Las tiras contaminadas con saliva 0
sangre fueron descartadas y se esperd a que el
sitio deje de sangrar.

Figura 1. Toma de la muestra de FGC con Periopaper®.
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PROTEINAS TOTALES

Se prepar6 una alicuota de FGC de cada
muestra en un tubo Eppendorf® estéril mediante
elusion centrifuga, sumergiendo la tira de papel
en 50 pL de buffer fosfato salino con 0,05% de
Tween-20 (PBS-T), y centrifugando a 12.000 rpm
durante 5 min. a 4°C (Hermle Labortech Nik. Z-233
MK-2, Wehingen, Germany). El procedimiento de
elusion fue repetido 2 veces. Luego se determind
los niveles totales de proteinas (Micro BCA, Pierce
Endogen, Rockford, IL, USA). Las muestras fueron
almacenadas a -80°C hasta posterior analisis
mediante ELISA.

MEDICION DE MARCADORES

Se determiron los niveles de ICTP mediante
la técnica de ELISA con Kits especificos de acuerdo
a las instrucciones del fabricante: ICTP EIA. Uni Q,
Orion Diagnostica Oy, Finland, Europe.

La concentracion de ICTP se determin6 en
nanogramos/ mililitro (ng/ml) Los resultados fueron
calculados usando las curvas Standard creadas en
cada ensayo de ELISA. Las concentraciones de los
marcadores fueron relacionados con el contenido de
proteinas en las muestras segun la siguiente formula;

Concentracion marcador ng / mg de
proteinas= Concentracion del marcador ng /ml /
Concentracion de proteinas mg/ml.

ANALISIS DE LOS DATOS

Los datos se analizaron utilizando el software
estadistico Stata® 7.0 (Statistics/Data Analysis
Stata, Stata Co., Tx, USA). Los parametros clinicos
profundidad de sondaje y nivel de insercion clinica,
los niveles de de piridinolina (ICTP), en el FGC
se analizaron utilizando las pruebas estadisticas
t-test de Student no pareada y U-test Mann-
Whitney. Se compararon los niveles de marcadores
de progresion de sitios activos con los niveles de
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sitios sin progresion. Ademas de determinar la
influencia de otros factores confundentes en los
niveles de marcadores de actividad como lo son
la profundidad de sondaje, nivel de pérdida de
insercion clinica, grado de inflamacion gingival,
género del paciente, tabaquismo.

El test Chi-square se utiliz para analizar
los parametros clinicos de placa bacteriana y
sangramiento al sondaje. Un p<0,05 fue considerado
como diferencia significativa mediante el test de Tukey.

RESULTADOS

Se seleccionaron 20 pacientes que
cumplieron con los criterios de exclusion e inclusion
y aceptaron firmar el consentimiento informado.
Las caracteristicas clinicas de los pacientes al
inicio de este estudio se muestran en la Tabla 1.

De los 20 pacientes que participaron
en el estudio, en 7 se detectd progresion de la
periodontitis segun el método de toleracia (14).
Fueron tomadas muestras de FGC en 2 sitios
activos (sitios con periodontitis cronica progresiva)
y 2 sitios inactivos (sitios control que no mostraron
progresion de la periodontitis). Las caracteristicas

clinicas de los pacientes con progresion se
muestran en la Tabla 2.

En relacion con la progresion de la
enfermedad periodontal, las caracteristicas
clinicas de los sitios activos e inactivos se pueden
observar en la Tabla 3.

En la tabla 4 se observa el promedio de
la concentracion de ICTP(ng/ml) en el FGC de
los sitios activos (n= 14) y los sitios inactivos
(n=14) y la relacion de dichos marcadores con
el contenido de proteinas totales de la muestra.
Se puede observar que la concentracion total de
proteinas (mg/ml) es mayor en los sitios activos
que en los sitios inactivos (p=0,001).

En la Figura 2 se puede observar que los
niveles de ICTP en los sitios activos es mayor que
en los sitios inactivos y la diferencia entre ambos
es estadisticamente significativa (p=0,001).

Al comparar la concentracion de ICTP con la
concentracion total de proteinas de las muestras
(Figura 3), se observa que la diferencia entre sitios
activos e inactivos al inicio es estadisticamente
significativa (p=0,001).

Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los pacientes al inicio del estudio.

Caracteristica Inicial Rango (min-max)

Edad (afios) 52,4+5)9 44-65
Nivel de insercion clinico (mm) 4,46+0,7 3,5-6,3
Profundidad de sondaje (mm) 3,35+0,45 2,8-4,7
Indice de placa (%) 69,7+6,8 53-81,8
Indice de sangramiento (%) 60,02+5,3 52-73,6
Tabaquismo (%) 35

Muijeres (%) 60
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Tabla 2. Caracteristicas clinicas de los pacientes que mostraron progresion de la periodontitis.

Caracteristica Inicial Rango (min-max)

Edad (afios) 50,3+5,2 44-60

Nivel de insercion clinico (mm) 4,7+0,8 4,03-6,26
Profundidad de sondaje (mm) 3,7+0,5 3,5-4,71
Indice de placa (%) 68,8+9,1 53-78,5
Indice de sangramiento (%) 58,6+5,6 52-66
Tabaquismo (%) 28,57

Muijeres (%) 57,14

Tabla 3. Caracteristicas clinicas de sitios activos e inactivos, antes y después de realizado el tratamiento

periodontal.
Caracteristica Sitio Activo Sitio Inactivo
Nivel de insercion clinico(mm) 7,5+1,16 6,43+0,76
Profundidad de sondaje (mm) 6,21+1,19 5,36+0,84
Sangramiento al sondaje 71,4 85,7

Tabla 4. Concentracion de ICTP en FGC y su la relacion con la concentracion de proteinas.

Marcador Sitio Activo Inicial Sitio Inactivo Inicial
ICTP ng/ml 24,43 + 103,98 12,65 = 13,40
ICTP ng/mg proteina 60,09 + 291,22 37,75+ 51,20
Concentracion total de proteinas mg/ml 0,41 £ 0,032 0,34 + 0,016
a0 m
o 1
%ZU = 5y 4
2 Eel
B E 3
510 E o ]
10 o
0 N N L. N o4
Sitio active Sitio inactiva Sitko active Sitio inactiva
Iniciad Inicial

Figura 2. Concentracion de ICTP (ng/ml) en FGC de los sitios  Figura 3. Concentracion de ICTP (ng/ mg de proteinas) entre sitios
activos e inactivos al inicio del estudio. activos versus sitios inactivos antes y después del tratamiento.
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DISCUSION

En el presente estudio se comparan los
niveles de ICTP en el fluido gingival crevicular de
sitios que presentaron progresion de la periodontitis
cronica y sitios sin progresion de la enfermedad.
La concentracion de ICTP en los sitios activos fue
significativamente mayor que en los sitios inactivos.

Giannobile y colaboradores realizaron un
estudio piloto en perros beagles donde relacionaron
los niveles de ICTP y activa destruccion 0Osea,
encontrando elevados niveles de ICTP dos semanas
después de la colocacion de las ligaduras para
inducir periodontitis experimental.

Debido a su especificidad con respecto a la
reabsoricion 0sea, la piridinolina podria representar
una ayuda diagndstica potencialmente valiosa en
periodoncia, esto debido a que ha mostrado ser un
buen predictor de futura pérdida de hueso alveolar
y de niveles de insercion (11). En nuestro caso
se pudo observar como los niveles de ICTP son
significativamente mayores en los sitios activos
que en los sitios inactivos, por lo que la ICTP
podria ser un biomarcador para evaluar progresion
de la periodontitis.

TambiénlosnivelesdelCTP podrianservirpara
evaluar los resultados del tratamiento periodontal
y monitorear la estabilidad del paciente durante
el tratamiento de mantenimiento periodontal.
Reinhardt y colaboradores demostratron que
elevados niveles de biomarcadores de inflamacion
y de destruccion dsea como la interleuquina 1
beta y la ICTP, tendrian el potencial para identificar
pacientes que son vulnerables para la progresion
de la periodontitis (15).

Arikany colaboradores estudiaron los niveles
de ICTP en el fluido gingival crevicular de implantes
dentales diagndsticados con periimplantitis y los
compararon con los niveles de ICTP en el FGC de
implantes clinicamente sanos. Los resultados de

este estudio sugieren que niveles altos de ICTP
pueden reflejar un incremento en el riesgo de
pérdida 6sea alrededor de los implantes dentales,
y que dichos niveles podrian servir para distinguir
entre sitios enfermos y sanos (16).

En un estudio de Oringer y colaboradores
se sugiri¢ la relacion de elevados niveles de ICTP
y algunas especies bacterianas asociadas a la
progresiondelaperiodontitis, porlocual recomiendan
estudios longitudinales para determinar si niveles
elevados de ICTP pudieran predecir el desarrollo
de pérdida 0sea periimplantaria (17).

CONCLUSIONES

De acuerdo con nuestro estudio los niveles
elevados de ICTP observados en los sitios con
progresion de la periodontitis cronica, podrian
sugerir su utilizacion como un biomarcador de
destruccion dsea periodontal.

Se recomiendan mas estudios para evaluar
el valor diagnostico de este posible biomarcador
durante la progresion de la periodontitis cronica y
ver sus niveles después del tratamiento periodontal.
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