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RESUMEN

En pacientes con enfermedad periodontal parece existir un riesgo aumentado de algunas
enfermedades sistémicas, aunque no es evidente que esta asociacion sea causal. Los
objetivos de esta tesis fueron aclarar la relacion entre la enfermedad periodontal y el nivel
de los marcadores inflamatorios proteina C reactiva ultrasensible y fibrindgeno, y de los
marcadores prooxidantes, malondialdehido y 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina, asi como la
accion de la doxiciclina tépica en el tratamiento periodontal. Se estudié una poblacién con
enfermedad periodontal que iba a ser sometida a tratamiento y que, al cabo de tres meses,
debia permitir evidenciar la eficacia y comparar dos grupos de pacientes, con doxiciclina y
control. Los resultados muestran que los parametros periodontales mejoraron en ambos
grupos, mostrando el fibrinégeno una reduccién significativa en el primer grupo.
Igualmente, se observd una correlacion no significativa entre los niveles de 8-hidroxi-2'-
desoxiguanosina en orina y el indice de sangrado a sondaje. En conclusidn, los hallazgos del
presente estudio apoyan el concepto, que defiende el hecho, por el cual, en los enfermos
con enfermedad periodontal, sobre todo en estadios avanzados, se produce un aumento
de los niveles de los mediadores sistémicos de la inflamaciéon que, por otra parte, son

factores de riesgo para el desarrollo de patologias crdnicas.
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RESUMO

En pacientes con enfermidade periodontal parece existir un risco aumentado dalgunhas
enfermidades sistémicas, ainda que non é evidente que esta asociacién sexa causal. Os
obxectivos desta tese foron aclarar a relacién entre a enfermidade periodontal e o nivel dos
marcadores inflamatorios, proteina C reactiva ultrasensible e fibrindgeno, e dos marcadores
prol-oxidantes malondialdehido e 8-hidroxi-2 -desoxiguanosina, asi como a accidon da
doxiciclina topica no tratamento periodontal. Estudouse unha poboacién con periodontite
gue ia ser sometida a tratamento e que, ao cabo de tres meses, debia permitir evidenciar a
eficacia e comparar dous grupos de pacientes, con doxiciclina e control. Os resultados
mostran que os parametros periodontales melloran en ambos os grupos, mostrando o
fibrindgeno unha reducidn significativa no primeiro grupo. Igualmente, observouse unha
correlacién non significativa entre os niveis de 8- hidroxi-2 - desoxiguanosina en ourifios e
o indice de sangrado a sondaxe. En conclusién, os resultados deste estudo avalan o
concepto, que defende o feito de que os pacientes con periodontite, sobre todo en fases
avanzadas, se produzan un aumento dos niveis de mediadores sistémicos da inflamacién

gue, por outra banda, son de risco para o desenvolvemento de patoloxias crénicas.
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ABSTRACT

An increased risk of some systemic diseases is present in patients with periodontal disease,
although it remains unknown if this association is due to a causal relationship. This thesis
aims to clarify the relationship between periodontal disease and the level of inflammatory
markers ultrasensitive C-reactive protein and fibrinogen and pro-oxidant markers
malondialdehyde and 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine, as well as the action of topical
doxycycline in periodontal treatment. We studied a population with periodontal disease
that was going to undergo treatment and that, after three months, should allow evidence
of the effectiveness and compare two groups of patients, with doxycycline and control.
Results show that periodontal parameters improve in both groups, with fibrinogen showing
a significant reduction in the first group. Likewise, a non-significant correlation was
observed between the levels of 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine in urine and the bleeding
index on probing. It is concluded that the findings of the present study support the concept,
which defends the fact, by which patients with periodontal disease, especially in advanced
stages, there is an increase in the levels of systemic mediators of inflammation that, on the

other hand, are risk factors for the development of chronic pathologies.
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RESUMEN EXTENDIDO

INTRODUCCION

La enfermedad periodontal es un proceso infeccioso e inflamatorio de las estructuras de
soporte del diente, resultado de la interaccidn entre la infeccidon por bacterias patégenas y
la respuesta inmune del huésped. En pacientes con enfermedad periodontal, en
comparacion con aquellos que gozan de buena salud periodontal, parece existir un riesgo
aumentado de algunas enfermedades sistémicas en general y de arteriopatia coronaria en
particular. No es evidente que esta asociacion sea causal, y por lo tanto podria considerarse

un factor independiente para el desarrollo de las enfermedades cardiovasculares.

OBIJETIVOS

La tesis que se plantea tiene como objetivo el estudio sobre la relacién entre la enfermedad
periodontal y el nivel de los marcadores inflamatorios proteina C reactiva ultrasensible y
fibrinégeno, y de los marcadores prooxidantes, malondialdehido y 8-hidroxi-
2’desoxiguanosina, asi como la accién de la doxiciclina tépica como medicacidon adyuvante

en el tratamiento periodontal.

METODOLOGIA

Se parte de una poblacién con enfermedad periodontal que va a ser sometida a tratamiento
con un objetivo terapéutico; el disefio del estudio se correspondié con el de un ensayo
clinico con caracteristicas prospectivas, analiticas y experimentales, que permitié evidenciar
la eficacia del tratamiento periodontal y comparé dos grupos de pacientes; uno a los que se

les aplico doxiciclina tépica y al grupo control donde no se aplicd.

Para alcanzar los objetivos que se plantearon, el trabajo se estructurd en tres partes: la
primera tuvo fines analiticos y consistido en un estudio periodontal, que se realizé en el
momento del diagndstico, asi como un analisis de sangre y orina, con el que se determind
el nivel sérico de los marcadores inflamatorios y prooxidantes. La segunda parte tuvo
caracter intervencionista, en la que se sometiéo a todos los pacientes a tratamiento

periodontal no quirdrgico y, ademas, se aplicé doxiciclina tdpica a la mitad de los pacientes
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del grupo de tratamiento. En la tercera parte se realiz6 un nuevo estudio periodontal tres
meses después y se determinaron, nuevamente, los niveles de los marcadores inflamatorios

y prooxidantes.

RESULTADOS

Se observaron multiples correlaciones de los parametros clinicos periodontales
relacionados con el sondaje, asi como el indice de sangrado al sondaje con los niveles séricos
de fibrinégeno (r=0,320; p=0,007) y una diferencia significativa entre los grupos por
severidad de enfermedad periodontal en los niveles de 8-hidroxi-2’desoxiguanosina
(p=0,021). Los parametros periodontales mejoraron en ambos grupos, mostrando el
fibrindgeno una reduccién significativa en el grupo tratado con doxiciclina (p=0,018),
igualmente se observo en el mismo grupo, una correlacion significativa entre los niveles de

8-hidroxi-2"desoxiguanosina en orina y el indice de sangrado al sondaje (p=0,018).

CONCLUSIONES

Los hallazgos del presente estudio apoyan el concepto de que la enfermedad periodontal,
sobre todo en estadios avanzados, aumenta los niveles de los mediadores sistémicos de la
inflamaciény que, por otra parte, son factores de riesgo para el desarrollo de la enfermedad
aterosclerdtica. Por lo tanto, se sugiere el papel que la inflamacion sistémica de bajo grado
puede tener en el desarrollo de las patologias crénicas, e indica que los niveles de proteina
C reactiva ultrasensible y fibrindgeno pueden servir como biomarcadores importantes para
evaluar el posible riesgo cardiovascular en pacientes con enfermedad periodontal. Como
consecuencia, se puede inferir que, como enfermedad inflamatoria local, da lugar a un
aumento del estrés oxidativo a nivel sistémico, y puede estar involucrada en el desarrollo y
perpetuacién de las otras enfermedades inflamatorias, abriendo de esta forma paso a

nuevas estrategias terapéuticas.

PALABRAS CLAVE
Enfermedad periodontal; periodontitis; inflamacién; 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina;

malondialdehido; estrés oxidativo.
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Estudio sobre la relacion entre la enfermedad periodontal
y los niveles de marcadores inflamatorios y prooxidantes

1. INTRODUCCION




Introduccion



1.1 LA ENFERMEDAD PERIODONTAL

1.1.1 Definicion y clasificacion de la enfermedad periodontal

Se denomina enfermedad periodontal (EP) o periodontitis, de forma genérica, a aquella
entidad patologica de origen infeccioso inflamatorio que afecta a los tejidos de soporte
del diente, encia, ligamento periodontal, cemento y hueso alveolar!, y que, en la

actualidad, es definida adicionalmente aplicando los conceptos de estadios y grados.

La EP es un proceso infeccioso e inflamatorio de las estructuras de soporte del diente,
resultado de la interaccidn entre la infeccion por bacterias patdgenas y la respuesta
inmune del huésped!?. La enfermedad se ha relacionado con algunas enfermedades
sistémicas como diabetes mellitus (DM) o artritis reumatoide, entre otras, y la literatura
reciente parece apuntar a un riesgo aumentado de arteriopatia coronaria en pacientes
con EP. Aunque no existe evidencia de que esta asociacién sea causal, la enfermedad
puede considerarse un factor independiente para el desarrollo de las enfermedades

cardiovasculares?.

En 1923 se describe por primera vez un término especifico referido a la EP, y que Pierre
Fauchard comenzé denominando “escorbuto de encias”!. Le sucedieron diferentes
definiciones, como, por ejemplo, la de Orban, quien se refiere a un cuadro destructivo
no inflamatorio que llamé “periodontosis”. En la década de los afos veinte del siglo
pasado surgieron distintas clasificaciones basadas en diversos aspectos de la
enfermedad, tales como las de Gottlieb o la de Box y McCall, que hablaban de EP simple
de etiologia local y de EP compleja de etiologia sistémical2. En 1960, un estudio
desarrollado por Lée?, supuso un gran avance en el conocimiento de los origenes de la
enfermedad, pues atribuy6 al biofilm un papel destacado en la patogénesis de Ila
enfermedad y de muchos procesos crénicos. De esta década surge el concepto de EP

como enfermedad inflamatoria.



La clasificacion de la EP ha ido evolucionando a lo largo del tiempo, desde que Page y
Schroeder, en 1995, describieron en el libro titulado Periodontitis in man and other
animals los distintos tipos de manifestaciones clinicas, de esta manera, en la clasificacion
de la Academia Americana de Periodoncia (AAP) de 19992 se describe la EP en las formas
de presentacion clinica cronica y agresiva, que sustituyen a las anteriormente
denominadas como EP de adulto y de inicio temprano presentes en la clasificacién de la

AAP de 1989°.

Durante 18 afios se ha venido utilizando la clasificacion de la AAP de 1999, la cual no
estaba exenta de problemas, especialmente, en lo referente a la diferenciacién entre las
formas crdnicas y agresivas de la enfermedad, aunque fuese universalmente aceptada.
Desde entonces, la periodoncia ha avanzado mucho, haciéndose necesaria una
actualizacion. Las dos principales asociaciones cientificas mundiales, la AAP y la
Federacién Europea de Periodoncia (EFP), se reunieron en 2017 en el World Workshop
on the Classification of Periodontal and Peri-implant Diseases and Conditions, celebrado
en Chicago, para desarrollar una nueva clasificacion de las enfermedades y condiciones

periodontales adaptada a los conocimientos actuales?, segin se muestra en la Tabla 1.

La mayoria de los cambios con respecto a la clasificacion de la AAP de 1999 estan
relacionados con la inclusién de una definicién de salud periodontal, de la inflamacién
gingival inducida por el biofilm, de la aplicacion de estadios y de grados de la nueva
clasificacion de la EP* (Tabla 2), y que por primera vez se clasifican las enfermedades y

condiciones periimplantarias junto a las periodontales.



Tabla 1. Nueva clasificacion de las EP y periimplantarias de la AAP-EFP (2018).

I. Salud periodontal y enfermedades gingivales
1. Gingivitis asociada Unicamente a biofilm
2. Gingivitis mediada por factores de riesgo sistémicos o locales
3. Hipertrofia gingival inducida por fdrmacos
Il. EP
1. EP necrosante
1. EP como manifestacion directa de enfermedades sistémicas
3. EP caracterizada adicionalmente mediante estadios y grados
4. Abscesos periodontales
5. Lesiones endoddntico periodontales
lll. Trastornos del desarrollo, trastornos adquiridos y manifestaciones
periodontales de las enfermedades sistémicas
1. Enfermedades y trastornos sistémicos que afectan a los tejidos periodontales
2. Alteraciones mucogingivales en los dientes naturales
3. Trauma y fuerzas oclusales excesivas
4. Factores relacionados con protesis dentales y dientes
IV. Patologias y condiciones periimplantarias
1. Salud periimplantaria
2. Mucositis periimplantaria
3. Periimplantitis

4. Deficiencias/morfologia de tejidos duros y blandos

Nota. Adaptado de Caton y cols. (2018)3.



Tabla 2. Clasificacion de la salud y alteraciones gingivales inducidas por placa de la AAP-
EFP (2018).

1. Salud periodontal
A. Salud clinica con un periodonto sano
B. Salud clinica gingival con un periodonto reducido
i) Paciente con EP estable
ii) Paciente sin EP
2. Gingivitis inducida por placa bacteriana
Periodonto intacto
Periodonto reducido en paciente sin EP
Periodonto reducido en pacientes con EP tratados con éxito
A. Asociada exclusivamente a biofilm
B. Mediada por factores de riesgo sistémicos o locales
i) Factores de riesgo sistémicos (factores modificantes)
a) Tabaquismo
b) Hiperglucemia
c) Factores nutricionales
d) Agentes farmacoldgicos
e) Hormonas sexuales esteroideas
Pubertad
Ciclo menstrual
Embarazo
Anticonceptivos orales
f) Trastornos hematolégicos
ii) Factores de riesgo locales (factores predisponentes)
a) Factores retentivos de placa/biofilm (restauraciones)
b) Sequedad bucal

C. Hipertrofias gingivales inducidas por farmacos

Nota. Adaptado de Chapple y cols. (2018)%.



Con fines epidemiolégicos, y para evitar sobreestimar la patologia, la salud gingival se
define como la presencia, durante la exploracion, de < 10 % de zonas de sangrado,
cuantificadas mediante el indice de sangrado al sondaje (BOP), aplicando una fuerza

controlada de entre 0,2 Ny 0,25 N, con profundidad de sondaje (PS) £ 3 mm>®,

El diagndstico de EP fue igualmente revisado, y la nueva definicidon propone que debe

de presentar’:

o Pérdida de insercion clinica (PIC) interproximal de 2 2 mm en dos o mas dientes
no adyacentes.

o PIC vestibular 2 3 mm, con bolsas >3 mm en dos o mas dientes.

En cada estadio se debe describir la extensidon en funcién del nimero de piezas
afectadas, bien como localizada (< 30 % de los dientes afectados), o como generalizada

(>30% de los dientes afectados).

o Segun criterios de distribucién del patrén incisivo/molar como localizada, cuando
se encuentran afectadas por lo menos dos piezas (un primer molar y un incisivo
u otro primer molar), o como generalizada, cuando se encuentran afectadas tres

piezas distintas de incisivos y primeros molares.

La presente clasificacidn reconoce los problemas existentes para el diagndstico de la EP
agresiva®. Asi, reinen a las formas crénica y la agresiva de la enfermedad en una misma
categoria y la caracteriza con un sistema de clasificacion, que informa de la gravedad
por estadios (Tabla 3) y grados (Tabla 4), en funcién del riesgo de progresién. De esta

manera, la clasificacién identifica tres formas de enfermedad (Tabla 1):

o EP necrosante.
o EP como manifestacion de las enfermedades sistémicas.
o EP que debe de ser caracterizada adicionalmente, aplicando una clasificacion

mediante estadios y grados’.



Tabla 3. Clasificacion de EP por estadios, segun la gravedad del diagndstico inicial y la

complejidad, sobre la base de factores locales.

Gravedad

PIC en zona de

mayor pérdida

Pérdida dsea

radiogréfica

Pérdidas

dentarias

Complejidad local

Estadio |

1-2 mm

Tercio coronal

<15%

Estadio Il

3-4 mm

Tercio coronal

15-33%

Sin pérdidas dentarias por razones

periodontales

PS maxima <4
mm

Pérdida 6sea
principalmente

horizontal

PS maxima <5
mm

Pérdida dsea
principalmente

horizontal

Estadio lll

>5mm

Tercio medio

< 4 pérdidas
dentarias por
razones
periodontales

PS >6 mm

Ademas,
complejidad
Estadio Il
Pérdida dsea
vertical

>3 mm

Afectacién de

furca grados Il o lll

21-28 dientes
residuales
Defecto de cresta

moderado

Estadio IV

>5mm

Tercio apical

> 5 pérdidas
dentarias por
razones
periodontales

PS 26 mm

Ademas,
complejidad
Estadio Il
Trauma
oclusal,
movilidad
dentaria > 2
Colapso de
mordida o
abanicamiento
dentario

< 20 dientes
residuales
Defecto de

cresta grave

Extension

En cada estadio, describir la extension como localizada (< 30 % de los

dientes afectados), generalizada (>30% de los dientes afectados) o patrén

molar/incisivo

Nota. Adaptado de Tonettiy cols. (2018).



Tabla 4. Clasificacion de EP por grados, basada en evidencia directa, evidencia indirecta

y factores modificadores.

Grado A Grado B Grado C
Evidencia No evidencia de Pérdida <2mm. Pérdida =2 mm.
Directa radioldgica/clinica pérdida de

insercion/hueso
Radiografias o evaluacién periodontal

en los 5 anos anteriores

Pérdidavs.edad <025% 0,25-1,0 >1,0
Grado de
Grandes depésitos Destruccion destruccidn
de biofilm con bajos  proporcional a superioralo
Evidencia Fenotipo niveles de los depésitos de esperado
indirecta destruccidn biofilm teniendo en
cuenta los

depdsitos de

biofilm
Factores Tabaquismo No fumador <10 cig. /dia > 10 cig. /dia
modificadores DM No DM HbAlc < 7 con HbAlc>7 con
DM DM

Nota. Adaptado de Tonettiy cols. (2018).

1.1.2 Etiologia y patogenia de la enfermedad periodontal
1.1.2.1 Etiologia infecciosa. El biofilm

Actualmente se considera que la flora bacteriana del surco gingival y sus productos
metabdlicos producen una reaccidn inflamatoria e inmunoldgica, con la finalidad de
neutralizar la accién irritante y reparar los dafios producidos por la agresién
bacteriana®!?. Pero esta respuesta del huésped puede ser perjudicial, acarreando
mecanismos de hipersensibilidad con el resultado de un dafio mayor. A su vez, estas
bacterias se pueden diseminar, asi como sus toxinas!!, estimulando procesos
aterogénicos en las paredes arteriales, lo que se interpreta como un proceso defensivo

del tejido conectivo de la pared arterial ante la agresién?2.



A pesar de la importancia de la placa en la génesis y perpetuacion de la enfermedad,
solo algunas personas desarrollan formas avanzadas de la misma, aunque la progresion
es continua, con episodios de remision localizada y posterior exacerbacion®14. Por
tanto, esta forma de evolucidn parece sugerir que el sistema inmunitario tiene un papel

determinante en su génesis y cronicidad®.

Cuando la carga bacteriana de la placa subgingival, que funciona estructuralmente como
un biofilm, aumenta, cuantitativa o cualitativamente, por el sobrecrecimiento de
especies patégenas especificas, se va a producir un desequilibrio entre dicha carga
bacteriana, los mecanismos de defensa locales y sistémicos del huésped. La
consecuencia es la reduccion de la respuesta inmunitaria, ya sea como consecuencia de
la edad?®, la herencia genétical’*® o de origen ambiental como, por ejemplo, el
tabaco!®?°. De esta manera, se forma la bolsa periodontal, expresion clinica de la
migracion apical del epitelio de unidn, destruccidn de la unién conjuntiva y reabsorcién

del hueso alveolar badsicamente mediante mecanismos inmunopatogénicos®.

Segun Offenbacher (1996)?%, los leucocitos polimorfonucleares (PMN) constituyen la
primera linea de defensa del huésped, de forma que la evolucién quedara solo en una
gingivitis. Si esta primera linea de defensa fracasa, se activa una segunda linea en la que
participan linfocitos y monocitos, que van a liberar citocinas proinflamatorias, con la
consiguiente destruccion tisular y formacién de bolsas, que continuara hasta que el

equilibrio entre la carga bacteriana y los mecanismos de defensa se restablezcan.

La flora bacteriana periodontal que forma un biofilm estructurado es fundamental en el
desarrollo de la EP. Socransky y cols. (1998)'3 analizaron 13.261 muestras de 185
pacientes, en el que se considera el estudio mds importante realizado sobre la
microbiologia subgingival. Estos investigadores identificaron 40 especies que
clasificaron en cinco grupos en funcidn de la secuencia de colonizacion, asi el grupo de

Actinomyces viscosus son considerados como colonizadores tempranos.
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En el World Workshop de la AAP de 1996 se dividieron los patégenos periodontales en

tres grupos segln el grado de asociacién con la EP:

o Baja evidencia. Eikenella corrodens, bacilos entéricos, Pseudomonas sp.,
Selenomonas sp., Staphylococcus sp., hongos.

o Moderada evidencia. Prevotella intermedia/nigrescens, Campylobacter rectus,
Eubacterium nodatum, Fusobacterium nucleatum, Peptostreptococcus micros,
Streptococcus intermedius, Treponema denticola y espiroquetas.

o Fuerte evidencia. Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas

gingivalis, Bacteroides forsythus.

Mombelli y cols. (2003)* trataron de caracterizar la flora bacteriana
periodontopatdgena de las EP croénicas y agresivas, estudiando cinco patdgenos
periodontales: Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis,
Bacteroide forsythus, Prevotella intermedia, Campylobacter rectus, evidenciando que la
variante leucocitotdxica de Aggregatibacter actinomycetemcomitans es la Unica
asociada con la EP agresiva, aunque no se detecta en la mayoria de los pacientes
diagnosticados. Por tanto, la presencia o la ausencia de alguno de estos patégenos no

es concluyente para establecer un diagndstico®.

El biofilm

Durante el siglo pasado, la atencidn de los médicos se centrd en las infecciones agudas
causadas por bacterias con mecanismos concretos de patogenicidad, tales como la
tosferina o el tétanos. En la actualidad, el interés se dirige hacia las infecciones crénicas
con pobre respuesta a los antibidticos y que por ahora no pueden prevenirse por
inmunizacion. Ejemplos de estas infecciones son las relacionadas con la colonizacién
bacteriana de la superficie de implantes médicos, infecciones urinarias crénicas o la EP.
El estudio de estas superficies infectadas muestra claramente que las bacterias

responsables crecen adheridas sobre los implantes o los tejidos, produciendo biofilms.
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Los biofilms se definen como “comunidades de microorganismos que crecen embebidos
en una matriz de exopolisacaridos y adheridos a una superficie inerte o de tejido vivo”?2.
Son ejemplos de biofilm, el material mucoso que cubre las piedras de los lechos de los
rios o la placa dental??. La capacidad de formacién de biofilms no parece estar limitada
a unos microorganismos concretos, considerdndose actualmente que, en determinadas

condiciones, cualquier microorganismo es capaz de formarlos.

Una de las cuestiones fundamentales que surge al estudiar la estructura de un biofilm,
es como las bacterias del interior tienen acceso a los nutrientes. Estudios con
microscopia han demostrado que la matriz no es sélida, sino que presentan canales que
permiten el flujo de agua y oxigeno hasta las capas mas profundas. No obstante, dentro
del biofilm, las distintas concentraciones de nutrientes, pH y oxigeno son diferentes, lo

que condiciona la clase de nicho ecoldgico vy, por tanto, el tipo de microorganismo?3.

1.1.2.2 Respuesta inmune

Ebersole y cols. (1985)?* demostraron que los enfermos con EP presentan anticuerpos
séricos frente a bacterias periodontales, evidenciando asi que la respuesta inmune del
huésped puede estar estrechamente asociada con la enfermedad. Por lo tanto, la
distinta intensidad de la respuesta inmune frente a los patdgenos periodontales
determina la apariciéon del cuadro clinico, independientemente de la composicién
cuantitativa o cualitativa de la placa®>2®. A su vez, esta respuesta estd condicionada por

factores tanto genéticos como ambientales.

La primera barrera frente a la penetracion bacteriana es la respuesta inmune
inespecifica. De esta manera, los PMN son capaces de delimitar la lesién en forma de
una gingivitis*4. Los lipopolisacaridos (LPS) de las paredes bacterianas son reconocidos
por los receptores de reconocimiento de patrones del sistema inmune innato,
denominados Toll-like (TLR), promoviendo la sintesis de citocinas proinflamatorias por
parte de los PMN y los macréfagos?’, con la consiguiente destruccién de los tejidos

periodontales, estableciendo asi la cronicidad caracteristica de la EP*4,
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En esta situacidn de cronicidad, es determinante la activacidon del sistema inmune
adaptativo, situacién que requiere el procesado del antigeno por parte de los
macrofagos y su presentacion a los linfocitos T colaboradores (Th) ThO naive?®, que
liberan citocinas inflamatorias, interleucinas (IL) IL-4, IL-17 e interferén gamma (IFN-y*),
amplificando a su vez la respuesta inflamatoria con la activacion de los linfocitos T-

citotdxicos y células plasmaticas.

Por otra parte, la interaccidn de las células mediadoras del proceso inflamatorio y de las
citocinas proinflamatorias con el tejido conectivo del periodonto da lugar a la
produccién de prostaglandina E; (PGE;), del factor nuclear kappa beta ligando (RANKL),
metaloproteinasas (MMP) MMP-1 y MMP-3, entre otras, estimulando la diferenciacién
en osteoclastos, destruyendo el tejido éseo y conectivo con la consiguiente destruccidon
de las estructuras periodontales?’. A nivel sistémico, las citocinas inflamatorias
generadas van a promover la sintesis hepdtica de reactantes de fase aguda, como la
proteina C reactiva (PCR) y el fibrinégeno, dando lugar a un estado inflamatorio crénico

sistémico inespecifico, también conocido como “inflamacion sistémica de bajo grado”?°.

Mas recientemente, se ha propuesto el llamado modelo de sinergia polimicrobiana
disbidtica, y se ha sugerido que las bacterias asociadas con la EP son capaces de
sobrevivir en un ambiente inflamatorio, el cual es fuente de nutrientes dada la
degradacion de los tejidos. De esta manera, se crea un circulo vicioso en el que la
inflamacién aumenta la carga bacteriana y la disbiosis, dando lugar a un estado que se

conoce como inflamofilia?8.

1.1.2.3 Factores genéticos

Van der Velden y cols. (1993)*° pusieron de manifiesto la relacién de la EP entre
individuos pertenecientes a una misma familia, y posteriormente, Michalowicz y cols.
(1999)3! afirmaron que la enfermedad crénica tiene el 50% de probabilidades de ser
heredada, excluyendo sesgos medioambientales como el tabaco. De esta manera, el tipo

de herencia para un caracter ya sea homocigético o heterocigético, junto a la interaccion
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con los distintos factores de riesgo del medio ambiente, que actian como

modificadores, seran determinantes para que se desarrolle o no la enfermedad.

EP agresivas

En las EP prepuberales, la herencia puede ser autosémica recesiva o dominante3®2. De la
interaccidon entre genética, factores bacterianos periodontopatégenos, y ambientales,
depende el binomio salud/enfermedad del periodonto3. Por ello, las EP agresivas son

sistémicas y aparecen en personas con enfermedades hereditarias®*.

EP cronicas
Los estudios sugieren que el papel de la herencia, en el caso de las enfermedades
cronicas, no estd demostrada®®. Asi, la identificacion de los factores hereditarios se

refiere especificamente a las EP agresivas en pacientes sin enfermedades sistémicas.

Polimorfismos genéticos

La presencia de polimorfismos genéticos, es decir, de caracteres controlados por
multiples alelos de un mismo gen, estan presentes en el 1% de la poblacién y originan
multiples fenotipos. Algunos estudios, como el realizado por Babel y cols. (2006)%,
indican que los polimorfismos genéticos pueden ser los responsables de la variabilidad
en la secrecion del factor de crecimiento trasformador beta (TGFB) e IL-6, que
favoreceria la susceptibilidad a padecer EP crénica. En concreto, el polimorfismo
genético de la IL-1 (IL-1/IL-1) se ha asociado a un 30% de los adultos con EP agresivas,

como pusieron de manifiesto Kornman y cols. (1998)3¢ (Figura 1).
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Figura 1. Esquema de Hart y Kornman, sobre la influencia de determinados factores

genéticos en la EP.

Nota. Tomado de Hart y cols. (1997)*.

Se ha sugerido que determinados polimorfismos genéticos se asocian con niveles
elevados de factor de necrosis tumoral (TNF) y PGE>, que son inducidos por la presencia
de lipopolisacaridos (LPS) bacterianos o factores de crecimiento, que han sido
identificados tanto en las formas crdnicas como en las agresivas®”38. Igualmente, se han
observado polimorfismos genéticos en la IL-1 y el TNF, que son potentes estimuladores
de la reabsorcién 6sea, en la IL-4,%° que regula la funcién de los macréfagos, y en la IL-
10%°, que se ha asociado tanto con las formas crénicas como con las agresivas*#2. Los
polimorfismos del sistema de antigenos leucocitarios humanos (HLA), han sido también
asociados con la EP juvenil. Son moléculas que estan presentes en todas las células
nucleadas del organismo, e intervienen en la respuesta inmunitaria presentando el

antigeno a las células T%3.

Se han encontrado relaciones de los antigenos HLA-A9, HLA-A28, HLA-Bw15, HLA-Bw35
y HLA-DQw1 con las formas agresivas, y entre los antigenos HLA-A9, HLA-A28 con las
cronicas. Por otro lado, los antigenos HLA-A9 y HLA-B15 se han asociado a formas
localizadas de EP juvenil**’. Ademas, los polimorfismos de la N-acetiltransferasa 2
(NAT2) y del gen del receptor de la vitamina D, se asocian también con una pérdida mas

severa de hueso alveolar®®.
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1.1.2.4 Factores ambientales y de perfil

Entre los factores etiolégicos ambientales modificables, se pueden enunciar el tabaco,
la diabetes, el estrés, la higiene oral deficiente y la obesidad, entre otros. Existen
multiples publicaciones sobre el papel que desempefia el tabaco en el desarrollo de la
EP crénica, que indican que los fumadores tienen bolsas mas profundas y de localizacién
lingual que los sujetos no fumadores!®?0. Se han observado alteraciones en la funcion
de los PMN y una disminucién de los linfocitos T-helper (Th)'%, importantes para la
produccién de anticuerpos, con niveles reducidos de inmunoglobulinas (lg), IgA salivar,
IgG sérica, en concreto frente a Actinobacillus actinomycetemcomitans. La nicotina
aumenta la produccion de IL-6 e IL-8 por los neutréfilos del ligamento periodontal y es
capaz de seleccionar un grupo especifico de patdgenos formado por: Bacteroides
Forsythus, Peptostreptococcus Micros, Fusobacterium Nucleatum, Campylobacter

Rectus.

La relacion entre la DM y la EP es bidireccional. Asi, una DM mal controlada aumenta el
riesgo de padecer la enfermedad y, a su vez, una EP no tratada empeora el control de la
DM. Entraria dentro de los factores de riesgo modificables, ya que existe suficiente
evidencia de que los sujetos diabéticos presentan mayor incidencia que los no diabéticos
y que, ademas, esta es mads severa, aunque de extension similar a la de los no

diabéticos*?0,

Por otro lado, Heckmann y cols. (2006)>! establecen una asociacién entre estrés
emocional y depresion con la EP, evidenciando una mayor pérdida dsea y de insercion.
Las razones pueden ser tanto una respuesta inadecuada del sistema inmune, como un

mayor tabaquismo y menor control de placal?.

Ademas, estd totalmente demostrada la relacidon de los habitos higiénicos y el control
de placa, con el desarrollo de la EP'. En cuanto a los factores antropométricos, la
obesidad implica la existencia de un estado inflamatorio sistémico derivado de un
aumento de citocinas inflamatorias, como las IL-6 y IL-1, que van a afectar al endotelio

vascular, produciendo disfuncion endotelial y sindrome metabdlico®>°3.
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Ciertos factores parecen influir de forma distinta segun los grupos de poblacién. Asi, se
citan también el estatus socioecondmico bajo, la edad avanzada, la maloclusién, el

trauma oclusal, infeccién por VIH, el sexo masculino, la raza negra y la osteopenia®*>®,

1.1.3 Epidemiologia de la enfermedad periodontal

Historicamente, Black en 1918 puso de manifiesto la pérdida de hueso alveolary, por lo
tanto, la presencia de EP en el 13% de los sujetos entre 20 y 24 afios, del 68% entre los
30 y 39 afios, y el 88% en los mayores de 50 afios®’. Baume y cols. (1975)°%, Anerud y
cols. (1979)°° informan en sus estudios que las EP son mds destructivas cuando se inician
en jovenes que cuando lo hacen en adultos. Bawen y cols. (1985)%, indican que
encuentran mas afectacién periodontal en varones de raza negra, seguido de las
mujeres negras y varones blancos y, en menor grado, en mujeres de raza blanca. Los
trabajos que efectuaron Page y cols. (1982)%! determinaron que, a los 40 afios, mas del
50% de los pacientes tienen formas crénicas de presentacién. Sin embargo, debido al
cambio de nomenclatura llevada a cabo por el World Workshop de la AAP-EFP en 20183,
existen pocos estudios epidemioldgicos sobre la base de los nuevos criterios y la

prevalencia de la EP crénica.

Por otro lado, la prevalencia de la EP, no se distribuye de forma uniforme entre las
diferentes etnias y grupos socioeconémicos, cambiando en funciéon de la poblacion
objeto de estudio. Asi, en Europa, sélo un 10% de los sujetos presentan formas severas
con bolsas mayores de 5,5 mm. Ademas, desde 1976 se evidencia una disminucién de
las lesiones con bolsas mayores de 4 mm. El 13% de los europeos entre 35-44 afos

tienen formas de presentaciéon moderadas, con bolsas de 3,5 mm®2,

En Espafia, basandose en los criterios unificados de la Organizacién Mundial de la Salud,
el Consejo General de Dentistas realiza encuestas cada quinquenio desde 1995. Segun
los datos de la encuesta de salud oral Espafia 2020, en el grupo de 35-44 afios, el
porcentaje de sujetos con bolsas 26 mm, y de 4-5 mm, tomé un valor de 7,6% y 11,6%;

en la cohorte de 65-74 afios fue de 17,9% y 22,9%, respectivamente®3,
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Estudios trasversales indican que la EP, en su forma severa, afecta minoritariamente a
sujetos de paises industrializados, aumenta con la edad y tiene un pico entre los 50-60
afios. En resumen, segun Irfan y cols. (2010)%*, Gamonal y cols. (2001)%°, la forma mas

frecuente es predominante en personas mayores, de clinica leve y de evolucion crénica.

1.1.4 Tratamiento no quirurgico de la enfermedad periodontal

A grandes rasgos, el tratamiento de la EP esta orientado, por una parte, a limitar la
progresion de la enfermedad controlando tanto la infeccidén como los factores de riesgo
y como consecuencia la respuesta inflamatoria, y, por otra parte, a regenerar las
estructuras periodontales lesionadas®®. Ranfjord en (1993)%” estructurd el tratamiento

en cuatro fases:

o Fase sistémica. Incluye el control de las enfermedades sistémicas que pudieran
estar involucradas en la patogenia; como la diabetes, medicaciones que
provoquen alteraciones gingivales como los calcioantagonistas
dihidropiridinicos, anticonvulsivantes como las hidantoinas, habitos deletéreos
como el tabaco, o situacionales como el estrés®®.

o Fase higiénica. A su vez, se puede dividir en varias etapas, abarcando desde la
eliminacidn de la placa y el cdlculo de las superficies radiculares, asi como los
margenes de restauraciones sobrecontorneadas, hasta la instruccién del
paciente en las técnicas de higiene oral (profilaxis supragingival)®®®, raspado y
alisado radicular (RAR)’%7%, detoxificacién de la superficie radicular mediante
distintos procedimientos que pueden ser tanto fisicos, como utilizacion de luz
laser, como quimicos, mediante el uso de acido citrico, ozono o antisépticos
como la clorhexidina’?”>, En el presente estudio, se tratd a los pacientes
mediante una sola sesidn o full-mouth, que ha demostrado beneficios sobre el

tratamiento clasico realizado por cuadrantes’®.
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o Fase correctiva. Incluye todos los procedimientos dirigidos a minimizar las
consecuencias de la destruccion de las estructuras periodontales, desde la
prescripcion de férulas de descarga oclusal, hasta los procedimientos quirdrgicos
para la regeneracion dsea o la colocacidn de implantes dentales®®.

o Fase de mantenimiento. Tiene por objeto el mantenimiento de la salud
periodontal conseguida en las fases previas, motivando e instruyendo al paciente
en las distintas técnicas de control de placa. En esta fase se establecen visitas de
mantenimiento cada 3-4 meses, eliminando la placa y el calculo, variando su

frecuencia en funcidn de la evolucion®’.

Tras el tratamiento periodontal no quirdrgico, tendra lugar una reorganizacién de los
tejidos epitelial y conectivo, formandose una nueva insercién, pero no regeneracién de

la unién epitelial, que formard el denominado “epitelio largo de unién””’.

1.1.4.1 La doxiciclina topica como medicacidon adyuvante

Los antibidticos tépicos se emplean en periodoncia con el objeto de eliminar mas
eficazmente los gérmenes de la placa subgingival, ya que se introducen directamente en
las bolsas periodontales minimizando los efectos adversos sistémicos, abarcan
basicamente, a todo el grupo de las tetraciclinas’®, ya que practicamente todos los
patégenos periodontales son sensibles, fundamentalmente a la doxiciclina y la

minociclina’®.

Las tetraciclinas constituyen un grupo de agentes de amplio espectro, eficaces contra
muchas especies gramnegativas y grampositivas, y que actian inhibiendo la sintesis
proteica, por lo tanto, son bacteriostaticas. La doxiciclina y la minociclina son, hoy en
dia, las mas usadas en periodoncia’, tienen otras propiedades ademads de la actividad
antibacteriana y que aumentan los beneficios de su utilizacidn, entre las que destaca su
accién antiinflamatoria, la inhibicién de las colagenasas, de la reabsorcién dsea y el

incremento de la afinidad de los fibroblastos por la superficie radicular’®.
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En las décadas de 1960 y 1970, dada la importancia del biofilm como pelicula
microbiana, la EP se traté como una enfermedad infecciosa. Posteriormente, en la
década de 1980, la identificacion de los mecanismos de respuesta del huésped se
consideraron los mediadores de la destruccién del periodonto rico en coldgeno, y los
microorganismos periodontopatogenos se consideraban como el elemento
desencadenante. Mas recientemente, ha surgido una nueva estrategia farmacoldgica,
denominada "terapia de modulacion del huésped", basada, por un lado, en la propiedad
de antibidticos, como las tetraciclinas, para impedir la degradacién del colageno dada
su capacidad para inhibir las MMP; y por otro, en las acciones de los farmacos
antiinflamatorios no esteroideos, como el flurbiprofeno, formulaciones de tetraciclinas
tetrafendlicas quimicamente modificadas sin accidén antimicrobiana, en particular la
tetraciclina 3, y las curcuminas bifendlicas quimicamente modificadas, para reducir la

gravedad de la enfermedad®®8?,

En el presente estudio, se utilizdé doxiciclina hiclato bajo la forma farmacéutica de gel
periodontal precargado en cartuchos con 140 mg, conteniendo cada uno 36,40 mg de
doxiciclina, comercializado bajo el nombre de Ligosan®. Los preparados de aplicaciéon
local minimizan la exposicion sistémica, disminuyendo de esta forma los posibles efectos
secundarios y solo se aplican una vez, liberandose lentamente a lo largo de 12 dias. Su
utilizacién se recomienda para profundidades de bolsa > 5 mm82%8, Clinicamente, se
evidencia una disminucion de la PS y una ganancia del nivel de insercién, cuando se

compara con el tratamiento Unicamente con RAR®’.
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1.2 ASOCIACION ENTRE LA ENFERMEDAD PERIODONTAL Y LAS
ENFERMEDADES SISTEMICAS

La asociacion entre las infecciones orales y los desdrdenes sistémicos ya fue planteada
en el siglo VIl antes de Cristo®, mas tarde en el siglo XVIII, Benjamin Rush® publicé que
la artritis podia ser tratada extrayendo las piezas dentales en mal estado, y William
Hunter en 19108 describe infecciones cerebrales, pulmonares y cardiacas con origen en
dientes infectados®. Beck y cols. (1998)%°, entre otros, plantean que las infecciones
orales pueden estar asociadas a procesos de morbilidad general y cardiovascular en
particular®. Actualmente, la extensa bibliografia acerca de la relacién entre EP como
factor de riesgo potencial sobre diversos érganos y sistemas®!, ha dado lugar a que
algunos autores, como Offenbacher (1996)%, propongan el nacimiento de una nueva
disciplina, la “medicina periodontal”, especialidad que tiene por objeto el estudio de la

relacion existente entre las patologias periodontales y las enfermedades sistémicas.

La EP supone una agresién inflamatoria continua por la gran superficie de epitelio
afectado en las bolsas, y que, a través de distintos mecanismos, es capaz de diseminar
elementos patdgenos por el organismo®?, tales como infeccion metastdsica por
microorganismos, dafio metastdasico por endotoxinas, inflamacion metastasica por la
liberacion de citocinas inflamatorias o procesos autoinmunes frente a antigenos

bacterianos (Porphyromonas gingivalis).

Sanz y cols. (2001)%°, Beck y cols. (1998)%°, Hidalgo (2001)°!, Mealey y cols. (2004)%2,
entre otros, plantean un modelo por el cual la EP es capaz de promover la sintesis
hepatica de PCR, fibrindgeno y diversas moléculas de adhesion intercelular (ICAM),
dando lugar a un estado proinflamatorio sistémico. Sin embargo, la gran cantidad de
factores de confusidn existentes, dado que las infecciones bucales son solo uno de los
muchos factores que pueden influir en las enfermedades sistémicas, hace dificil

establecer una relacién causa efecto definida.
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Aproximadamente el 14% de la poblacién padece DM, de la cual el 87% son DM2. La
relacion entre la DM vy la EP es bidireccional. Asi, la DM no controlada se asocia con una
mayor afectacion periodontal?939798-105 y " 3 sy vez, una EP no tratada conduce a un
peor control glucémico, con independencia de que sean o no diabéticos. Asi, el
tratamiento de la enfermedad consigue una reduccidon media del 0,36% en las cifras de
hemoglobina glicosilada (HbA1c) e, incluso, existen evidencias de que enfermos con

formas avanzadas presentan un mayor riesgo de desarrollar DM06:107,

Existen varios estudios clasicos que evaltan el papel del tratamiento periodontal en el
control metabdlico de la DM. William y cols. (1960)%’, observaron que reducian las

106 "ayaluaron el efecto

necesidades de insulina en mas de un 50%. Miller y cols. (1993)
de la doxiciclina sistémica durante 14 dias, mas terapia periodontal no quirurgica, sobre
el control glucémico, destacando que la reduccidn del sangrado al sondaje se
acompafiaba de una disminucién significativa de los niveles de HbAlc. Cuatro afios

después, Grossi y cols.108

combinan el tratamiento periodontal no quirdrgico con
doxiciclina sistémica 100 mg/dia, durante 14 dias, observando que se redujeron las

necesidades de insulina.

Se ha publicado que el 18% de los nacimientos de bajo peso serian atribuibles también
a la EP1%. Existen evidencias de la asociacion con el parto prematuro y el bajo peso al
nacimiento!%1!1, Por otra parte, Noack y cols. (2005)*!?, concluyen que, aunque existe
una tendencia a la asociacidn, esta no siempre es estadisticamente significativa. Asi, la
enfermedad supone la infeccion de los tejidos periodontales, y esta situacién supone un
incremento en los niveles circulantes de prostaglandinas, citocinas proinflamatorias, asi
como de PCRM314 que explican la citada asociacion, dado que comprometen la

integridad estructural y funcional de la placental®>.
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1.2.1 Evidencias de asociacion entre la enfermedad periodontal y riesgo cardiovascular

Saikku y cols. (1998)® publicaron los primeros articulos en los que se pone de
manifiesto el vinculo existente entre las infecciones bacterianas y las coronariopatias.
Patel y cols. (1995)' relaciona las infecciones virales crénicas por citomegalovirus y
herpesvirus. La EP y los procesos arteriosclerdticos aparecen relacionados en los
trabajos realizados por Beck y cols. (1998)°, por Gostman y cols. (2007)*8, entre otros.
Iwai (2009)'*° indica que las EP producen bacteriemias, que se manifiestan en un
incremento de los diversos marcadores inflamatorios. Noack (2005)!'? observé
bacteriemias tras el raspado y alisado radicular dentro del tratamiento periodontal no
quirurgico y después de extracciones dentales e incluso tras el cepillado dental segln

los trabajos de Forner y cols. (2006)%°.

El estudio anatomopatoldgico de lesiones ateromatosas ha demostrado la presencia de
bacterias periodontales como sefialan en sus estudios Padilla y cols. (2006)'?! y Pucar y
cols. (2007)*22, Igualmente, pueden penetrar el endotelio vascular invadiendo las células
de la capa muscular lisa, segun las observaciones de Deshpande y cols. (1998)'3 y Dom

y cols. (1999)124,

Diversos estudios han puesto de manifiesto como las formas severas se asocian a una
mayor extension de las lesiones ateromatosas, a una mayor profundidad de las bolsas
periodontales, a elevadas concentraciones plasmaticas de las lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL) y, por consiguiente, a mayor aterogénesis. Khovidhunkit y cols.
(2000)%°, afirman que esta elevacion de las VLDL neutralizaria el efecto proinflamatorio
de los LPS bacterianos al unirse a ellos. Mustapha y cols. (2007)'?¢ demuestran que la
elevacién de anticuerpos frente a patdgenos periodontales se asocia a un riesgo
aumentado de infarto de miocardio. Otros autores, como Desvarieux y cols. (2005)*?7 y
Beck y cols. (2005)'?8, miden mediante ecografia el grosor de la pared adrtica y la

relacionan con la carga bacteriana, obteniendo resultados con significacidon estadistica.
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Buhliny cols. (2009)?°, Gani y cols. (2009)*3°, Nakajima y cols. (2010)*3! demuestran que
la EP se asocia con niveles elevados de marcadores como la PCR y la IL-6. Yoshii y cols.
(2009)3? indican que estos niveles no preceden a la enfermedad, sino que se elevan con
ella. D’Aiutoy cols. (2005)*3 y Vidal y cols. (2009)*34 observan una reduccidn significativa
de los marcadores inflamatorios tras el tratamiento periodontal, incluso de
biomarcadores como el inhibidor del activador del plasminégeno (PAI-1), molécula de
citoadhesién vascular 1 (VCAM-1) y MMP-9. Behle y cols. (2009)*3> mencionan la
heterogeneidad de resultados tras el tratamiento con respecto a la respuesta en los
diversos biomarcadores, en linea con los estudios de Blake y cols. (2001)*3¢ y Ridker y
cols. (2000)*37, que estudian la PCR medida en rango ultrasensible o (PCRus) como un
predictor de riesgo cardiovascular, y de Tonetti y cols. (2007)'38, que demuestran una

mejoria de la DE después del tratamiento periodontal.

Todos los estudios e investigaciones anteriores pueden interpretarse como un nexo de

relacion entre la EP y la enfermedad cardiovascular arteriosclerosa

1.2.2 Mecanismos de asociacion entre la enfermedad periodontal y el riesgo

cardiovascular

Hasta los afios 70 del siglo pasado se pensaba que la hipercolesterolemia por si sola era
capaz de dafiar el endotelio y provocar arterioesclerosis, como publicaban Ross y cols.
(1973)%9, Estudios posteriores aportaron el concepto de un nucleo lipidico rodeado de
células musculares lisas, que proliferaban bajo la accién de factores de crecimiento. En
los afios 90 surge la inflamacién como factor fundamental en el desarrollo del proceso

ateromatoso, como publicaron Fuste y cols. (1992)'4°y Libby (2002)4*.

En condiciones de normalidad, las células endoteliales producen sustancias vasoactivas
como el 6xido nitrico y la PGE4, con propiedades antiadherentes y antitrombdticas. Una
alteracion homeostatica, provocada por un proceso inflamatorio o una dislipemia,
producird un dafo en las células endoteliales, que sobreexpresaran moléculas de

adhesion como la molécula de adhesidn intercelular 1 (ICAM-1), VCAM-1142, E-Selectina
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y P-Selectina. Segun los trabajos de Johnson y cols. (1997)3, la VCAM-1 facilita la

adhesién de monocitos y linfocitos T.

Los estudios de Skalén y cols. (2002)*4, Leitingen y cols. (2003)'# indican que, en los
pacientes dislipémicos, las lipoproteinas de baja densidad (LDL) infiltraran la pared
arterial, que seran modificadas por oxidacion, provocando la formacion de fosfolipidos
que activaran el factor de trascripcidn nuclear kappa beta (NF-KB), que a su vez activa el
gen de la VCAM-1 en la célula endotelial'#®. Por un mecanismo similar, se sintetizan otras

citocinas como la IL-1B y el factor alfa de necrosis tumoral (TNFa).

Las células musculares lisas vasculares de la pared arterial sometida a estrés mecanico
producen proteoglicanos, y estos retienen lipoproteinas que se oxidardn, promoviendo
asi el proceso inflamatorio!*’. De ahi que las lesiones se produzcan preferentemente en
las bifurcaciones arteriales, donde el flujo deja de ser laminar, al superar la velocidad del
fluido el nimero de Reynolds. Igualmente, las plaquetas activaran las células
endoteliales al adherirse a su superficie, de ahi que su inhibicidn reduzca el infiltrado
leucocitario'*®. Tras la colonizacidon del tejido conectivo, los patégenos periodontales
ocasionan en el huésped una respuesta inflamatoria, con la liberaciéon de citocinas, IL-1,
IL-6, TNFa, MMP y PGE;, que van a difundir a nivel sistémico afectando el endotelio
vascular y promoviendo la sintesis hepdtica de reactantes de fase aguda, como el
fibrindgeno y la PCR, con el resultado de un estado inflamatorio generalizado de bajo

grado.

Los estudios de Chou y cols. (2005)'*° indican que las cepas invasivas de Porphyromonas
Gingivalis, es decir, las que poseen fimbrias, son capaces de activar genes que codifican
citocinas proinflamatorias, moléculas de adhesidon y la ciclooxigenasa tipo 2, asi como
producir efectos procoagulantes. Otros mecanismos incluyen la oxidacién de las LDL,
efecto no observado en las especies no invasivas de Porphyromonas Gingivalis. Como
publican Bengtsson y cols. en 2008, la sobreexpresion de la proteina quimiotdctica de
los monocitos 1 (MCP-1)*°%1>2 y |a disminucién de la produccidon de éxido nitrico por
parte de las células endoteliales Aggregatibacter actinomycetemcomitans aumenta la

expresion de los receptores TLR2 y TLR4 en las células del endotelio. Como indican Zhang
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y cols. (2001)*3, en ultima instancia esto inducird la liberacion de MMP-9 y especies
reactivas de oxigeno (ROS) por parte de los macréfagos. Este proceso aumenta la
aterogénesis y la inestabilidad de la placa, al degradar la matriz de coldgeno®>*. Por otra
parte, los estudios de Khovidhunkiten y cols. (2004)>° indican que los pacientes con EP
presentan una elevacion de las VLDL como parte de la respuesta inmunitaria innata, ya
gue estas lipoproteinas neutralizan el efecto toxico de los mucopolisacaridos de las
capsulas bacterianas, pero, a largo plazo, esta elevacién resulta ser un factor

proaterogénico.

Todas estas observaciones ponen de manifiesto que la EP es un factor de riesgo para el
desarrollo de arterioesclerosis en general, y de eventos cardiovasculares en particular,
publicados por Cueto y cols. (2005)%°¢. Igualmente, se ha evidenciado que el tratamiento
de la EP mejora los distintos biomarcadores inflamatorios. No obstante, y debido a los
factores de confusién coexistentes dada la naturaleza multifactorial de la aterogénesis,
no existen todavia conclusiones firmes sobre el grado de implicacién de la enfermedad

en el desarrollo y perpetuacién de la enfermedad cardiovascular.

1.2.2.1 Evaluacidn de la inflamacion sistémica y del estrés oxidativo en la enfermedad

periodontal

Los procesos inflamatorios, ya sean agudos o crdénicos, van a producir cambios en la
concentracion de ciertas proteinas plasmaticas y alteraciones metabdlicas, horas
después del estimulo’’. Se denominan proteinas de fase aguda a aquellas cuya
concentracion plasmatica aumenta o disminuye, como es el caso de la transferrina 'y de
la albimina, como minimo un 25% durante el proceso. Estos cambios también se asocian
alos procesos inflamatorios cronicos!*®%°, Estas proteinas de fase aguda son producidas
por el higado tras el estimulo de citocinas inflamatorias sintetizadas por las células
endoteliales, monocitos y macréfagos activados, y que implica también a otros érganos

y sistemas como el sistema nervioso central o la médula ésea'®.

Cuando se trata de determinar concentraciones séricas de PCR menores de 1 mg/dl, con

objeto de distinguir niveles basales, de pequefios incrementos debidos a procesos

26



inflamatorios crénicos subclinicos y también en la valoracién del riesgo
cardiovascular®!, se utiliza el método de determinacidn de la PCRus. Asi, segun el nivel
sérico, el riesgo cardiovascular se clasifica en riesgo relativo bajo <0,1 mg/dl; medio
entre 0,1y 0,3 mg/dl; y alto >0,3 mg/d|I*>®162163 | 3 PCR es un marcador inespecifico de
inflamacidén, un predictor de enfermedad coronaria y enfermedad vascular subclinica.
Existen evidencias que muestran un incremento del riesgo de infarto de miocardio y
enfermedad cerebrovascular cuando existen pequefios incrementos séricos de PCR62,

164 como la edad, el tabaquismo,

Los criterios de riesgo clasicos de Framingham
dislipemia, DM e hipertensidon arterial, resultan claramente insuficientes como
predictores de riesgo, puesto que hasta el 20% de los eventos coronarios se producen
en ausencia de estos factores de riesgo cldsicos'®>1, Igualmente, hay pacientes que
nunca desarrollardn la enfermedad!®*. Por tanto, es necesario incorporar nuevos
marcadores, como los niveles de triglicéridos, de fibrinégeno o de homocisteina, con
objeto de mejorar la sensibilidad en la prediccion de futuros eventos cardiovasculares,
sobre todo en los grupos con mayor incertidumbre, como son los de riesgo bajo e
intermedios!®%1%’, que son los grupos donde se concentran la mayoria de los eventos
cardiovasculares. Es en estos grupos, donde la incorporacion de la determinacion de la
PCRus puede tener mayor utilidad en la toma de medidas preventivas, al ayudar a

reclasificar el riesgo y contribuyendo asi a la mejora de la prediccign®8161,168,

Relacion entre la EP y los niveles séricos de PCRus

Uno de los campos de investigacidon en periodoncia incluye el estudio de la relacién
existente entre la EP y la enfermedad vascular arterioesclerétical®. Los mecanismos
basicos propuestos para explicar dicha asociacidon han sido o bien por la infeccién
cronica que supone el paso de microorganismos y toxinas a la circulacién general, o bien
por los mediadores originados por el proceso inflamatorio que originan Ila

arterioesclerosis!’9171,

La PCR puede considerarse un importante marcador inflamatorio, que se encuentra
alterado tanto en procesos inflamatorios agudos como crénicos!’?. En la EP, la invasion

de las estructuras periodontales por los microorganismos hara que los LPS bacterianos
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estimulen la produccion de factores como la IL-6 y el TNFa, que, a su vez, estimularan

las células hepdaticas promoviendo la sintesis de PCR73:174,

En un estudio de Ebersole y cols. (1977)'72 y Elter y cols. (2006)'’> se demostré que los
enfermos periodontales presentan un aumento de los niveles séricos de la PCRus si se
los compara con un grupo libre de la enfermedad. Matilla y cols. (2002)'®, por el
contrario, sélo encuentran elevaciones en los niveles de PCRus en algunos individuos.
Slade y cols. (2000)*’7 observaron que individuos con EP presentaban los mismos niveles
de PCRus que individuos edéntulos, de forma que a la naturaleza multifactorial de los
procesos capaces de alterar los niveles séricos de PCRus, se unird una variabilidad

individual que condicionara los resultados*’*17>178,

La evolucion a brotes de la EP, con periodos de remisidn seguidos de otros de actividad,
sugiere que niveles séricos PCRus mayores de 0,3 mg/dl indican periodos de agudizacidn
con gran actividad inflamatoria, mientras que niveles por debajo de 0,1 mg/dl sugieren
procesos de remision. Igualmente, niveles mayores de 0,3 mg/ml definen, al mismo
tiempo, a los individuos con alto riesgo cardiovasculart®l, D'Aiuto y cols. (2004)6?
evaluan el efecto del tratamiento periodontal no quirdrgico sobre los niveles séricos de
PCRusy, observan que, antes del tratamiento los niveles eran suficientemente elevados
como para ser considerados medios altos, después del tratamiento estos niveles se

reducian y, con ellos, el riesgo cardiovascular.

Por lo que respecta al impacto de los factores de confusion sobre los niveles séricos de
PCRus, puede destacarse que se elevan con la edad debido al incremento de la grasa
corporal, el sedentarismo y el aumento de patologias crénicas subclinicas que tienen
componentes inflamatorios'’4. Ademds, los niveles séricos de PCRus tienden a ser

mayores en el sexo femenino!’L.

No esta suficientemente aclarado el papel que desempefia la PCR como factor de
relacion entre la EP y las enfermedades cardiovasculares, ya que son necesarios mas
estudios para determinar el papel que desempefia el tratamiento en la reduccion de la

incidencia y la progresion de la enfermedad cardiovascular arterioesclerotica.
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Relacion entre la EP y los niveles séricos de fibrindgeno

El fibrinégeno es una glicoproteina cuya estructura esta formada por tres cadenas
polipeptidicas, tiene un peso molecular de 340 kilodalton, una vida media de 3 a 6 dias
y sus niveles plasmaticos oscilan entre 150 y 450 mg/dI*’°. Ante un proceso inflamatorio,
aumentara su valor entre 2 y 20 veces, permaneciendo elevados durante 3 a 5 dias

después de remitir el proceso*,

Los niveles plasmaticos de fibrindogeno se aceptan como medida de la inflamacién
sistémica. Kweider y cols. (1993)8! compararon casos control con otros con EP, en los
gue puso de manifiesto la elevacién de los niveles de fibrindgeno en los enfermos

periodontales en comparacién con los individuos control.

Relacidn entre la EP, el estrés oxidativo y los niveles séricos de malondialdehido (MDA) y
8-hidroxi-2’ -desoxiguanosina (8-OHdG)

Los PMN, como células fundamentales de la respuesta inmune innata, generan citocinas
proinflamatorias, MMP y ROS, que juegan un papel fundamental en el establecimiento
y progresion del dafio periodontal'82183, Estos mecanismos, basicamente defensivos, se
convertirdn en una agresion para los tejidos periodontales como consecuencia de la
produccién de radicales libres ROS, que incluyen el anién superodxido (027), el radical
hidroxilo (OH") y perdxido de hidrégeno (H20z). Los ROS son moléculas que tienen un
electréon de valencia no apareado, y por lo tanto son extremadamente reactivas, de
manera que cuando reaccionan con una molécula, especialmente el radical OH-, restan
un H*, oxidandolo. Si estas moléculas son los acidos grasos de las membranas lipidicas
celulares, se transforman en radicales de acidos grasos que, a su vez, tendran la
capacidad de oxidar otra molécula de acido graso. Este fendmeno se conoce como
peroxidacién lipidica (LPO), y durante el mismo se producen aldehidos altamente
toxicos'®2184 como el MDA, que puede utilizarse como un indicador de dafio tisular. Por
tanto, las concentraciones séricas de MDA y 8-OHdG estan aumentadas en pacientes
con EP, como expresidn de un mayor estrés oxidativo en la etiologia de las lesiones y su

cuantificacidn, en consecuencia, permitira valorar el estado prooxidante.
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Otra molécula dafiada por los ROS es el acido desoxirribonucleico (ADN) como
consecuencia de la llegada al interior del nucleo celular. La accion del radical OH es
capaz de originar mdas de 20 modificaciones en las bases nitrogenadas, entre ellas se
pueden destacar la 8-OHdG, producidas como resultado de la reparacién de los dafios
causados en el ADN en su interaccién con la guanina, y que resulta ser una molécula
promutagénica, ya que es capaz de aparearse con adenosina en lugar de citosina, e
igualmente puede usarse como marcador de dafio oxidativo, ya que es eliminada por la
orina'®18 por tanto, las concentraciones séricas de MDA y 8-OHdG estdn aumentadas
en pacientes con EP, como expresion de un mayor estrés oxidativo en la etiologia de las
lesiones, y su cuantificacion, en consecuencia, también contribuira a valorar el estado

prooxidante.

En los ultimos afios, numerosos estudios clinicos y experimentales basicos han
demostrado una fuerte asociacion entre el estrés oxidativo y la EP, pero la mayoria de
estos estudios periodontales han evaluado la capacidad antioxidante total y el estado
oxidativo total para asociarlo con la enfermedad®. Otros estudios recientes han
evaluado marcadores de estrés oxidativo, como los niveles de MDA y 8-OHdG, pero

principalmente a nivel local en salival®’-18

o en liquido crevicular gingival (fluido
procedente del surco gingival)'®, y solo algunos estudios han evaluado los niveles
plasmaticos?®1°2, Aunque los resultados entre los estudios son diferentes, se han
observado asociaciones entre la enfermedad y los niveles de MDA sérico'®? y 8-OHdG

en orinal®3.

En conjunto, la asociacién de la EP con biomarcadores circulantes de estrés oxidativo

podria indicar un papel de esta enfermedad en la patogenia de diversas enfermedades

inflamatorias sistémicas!®>.
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La relacion entre la EP, la arterioesclerosis y las enfermedades cardiovasculares es de
gran interés debido a que son procesos inflamatorios de alta prevalencia, motivo por el
cual se convierten en uno de los principales problemas de salud publica a nivel mundial

y una de las mayores causas de morbilidad y mortalidad.

Hasta la fecha, distintos autores han puesto de manifiesto la relacién clinica existente

entre la salud oral y la cardiovascular. Asi, los estudios de Matilla y cols.!%*1%° y Gostman

118

y cols.**® relacionaron el infarto agudo de miocardio y el riesgo coronario con la salud

196 119

dental. Syrjansen y cols.”® e Iwai y cols.*” asociaron las enfermedades vasculares con

122

las infecciones orales; Pucar y cols.*“* correlacionaron la patogénesis de la arteriopatia

coronaria con la flora bacteriana periodontal, y Buhlin y cols.1?®

pusieron de manifiesto
que la enfermedad severa es un factor de riesgo para el desarrollo de Ia
arterioesclerosis.

Ilgualmente, hay diversos estudios, como los de Noack y cols.'’?, Ebersole y cols.'”3,
Matilla y cols.’®, D’Aiuto y cols.'®!, Gani y cols.’3°, Yoshii y cols.'®2, Vidal y cols.134,

131

Nakajimay cols.***, entre otros, que han puesto de manifiesto la relacidn existente entre

la EP, la elevacion de la PCR, y otros reactantes de fase aguda, que contribuyen al

desarrollo de un estado inflamatorio sistémico, como sefialan Blake y cols.!3®

en su
estudio sobre la determinacion de la PCRus como predictor del riesgo cardiovascular.
Estos autores sefalan que el tratamiento periodontal desempefaria un papel
fundamental en la prevencion de los procesos aterogénicos y en las enfermedades
cardiovasculares, reduciendo la carga sistémica de citocinas inflamatorias y
prooxidantes.

196

Contrariamente a lo sefialado, Syrjansen y cols.””° suponen que la citada asociacidn se

197 solo encuentran

debe a factores comunes a ambos procesos, y Mattila y cols.
elevaciones de la PCR en algunos individuos. Sin embargo, Slade y cols.'’” describen que
los enfermos con EP presentan unos niveles de reactantes de fase aguda iguales que los

individuos edéntulos.
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Por lo tanto, como consecuencia de lo sefalado en los estudios previamente
mencionados, y dada la naturaleza multifactorial del proceso, se puede afirmar que
tanto la importancia de la relacién entre EP, como el mecanismo de la asociacion con las
enfermedades cardiovasculares, no ha sido establecida con claridad hasta la fecha.
Mediante el tratamiento de la EP, se pueden disminuir los niveles séricos de citocinas
inflamatorias y, en consecuencia, contribuir de una forma beneficiosa a reducir las

complicaciones ocasionadas por la inflamacion sistémica de bajo grado.

A la vista de los anteriores comentarios, el presente trabajo pretende llevar a cabo un
estudio en un grupo de pacientes con EP, determinando los niveles séricos de los
marcadores inflamatorios (PCRus, fibrindgeno) y prooxidantes (MDA, 8-OHdG) en el
momento del diagnodstico, y después de tres meses del tratamiento periodontal, con
objeto de determinar la relacion existente entre la EP y los cambios en los niveles séricos

de los marcadores inflamatorios y prooxidantes.

Estudios precedentes demuestran una eficacia superior del tratamiento periodontal no
quirurgico si se incorpora como adyuvante doxiciclina topica’®” en las bolsas, sobre
todo cuando la PS es 25 mm. Por este motivo, también se estudiaran los efectos del
tratamiento periodontal no quirdrgico para objetivar los cambios en los niveles séricos
de los marcadores inflamatorios PCRus y fibrindgeno, asi como los prooxidantes MDA y
8-OHdG en orina. Para ello, se dividira la muestra en dos grupos: un primer grupo en el
gue se aplicard doxiciclina tdpica como adyuvante, y un segundo grupo donde no se
aplicard. Asi, la creacién de dos grupos tiene por objeto determinar el posible efecto
beneficioso de la aplicacion tdpica de antibidtico en cuanto a la respuesta tisular de los
tejidos periodontales y los niveles séricos de los marcadores inflamatorios vy

prooxidantes.
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La EP, como enfermedad inflamatoria crénica, puede asociarse a mayores niveles séricos
de marcadores inflamatorios, y como consecuencia, de mayor carga de ROS,
condicionando la perpetuacién en el tiempo de la carga inflamatoria, y aumentando con

ello el riesgo de complicaciones sistémicas.

Asi mismo, el tratamiento periodontal no quirdrgico dara lugar a una mejora de la
inflamacién periodontal y de los parametros clinicos, con la consiguiente reduccion de
los niveles de marcadores inflamatorios y prooxidantes y con ello, igualmente, del riesgo

de complicaciones.

Puesto que los pacientes con EP, a priori, deben presentar una elevaciéon de los niveles
de los marcadores inflamatorios y prooxidantes como consecuencia del proceso
inflamatorio local y sistémico, se considera que el tratamiento periodontal no quirurgico
como parte del estudio intervencionista del presente trabajo, sera capaz de disminuir
los citados niveles, como expresion del descenso de la inflamacidn sistémica, sobre todo
en aquellos pacientes con cierto perfil de salud mas susceptible. Igualmente, la
aplicacion de doxiciclina tépica podria generar un mayor beneficio en respuesta al
tratamiento, tanto a nivel local, como sistémico, contribuyendo a esclarecer el grado de

asociacion entre la EP y las complicaciones cardiovasculares!3*1%,

En este proyecto de investigacion se plantea pretende realizar un estudio entre
pacientes diagnosticados de EP y los niveles séricos de los marcadores inflamatorios,
PCRus y fibrinédgeno, asi como de los prooxidantes MDA y 8-OHdG. La razén por la cual
se utilizara el método de la PCRus es debido a que esta técnica analitica es capaz de
detectar niveles de PCR a partir de 0,09 mg/dl, y a que actualmente es utilizada como

un indicador para valorar el riesgo cardiovascular®3168,
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4.1 OBJETIVO GENERAL

La tesis que se plantea tiene como objetivo general el estudio sobre la relacion existente
entre los parametros clinicos de la EP y los niveles de los parametros inflamatorios

(PCRus, fibrindgeno) y prooxidantes (MDA, 8-OHdG).

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Ademas del objetivo general planteado, se pretende:

1. Establecer larelacion entre las distintas variables clinicas del estudio periodontal

con los niveles de los parametros inflamatorios y prooxidantes a nivel basal.

2. Establecer la relacidn entre las distintas variables clinicas del estudio periodontal
después del tratamiento periodontal no quiridrgico, con los niveles de los

parametros inflamatorios y prooxidantes.
3. Cuantificar el impacto que tiene la utilizacion de doxiciclina tépica, como

medicacién adyuvante del tratamiento periodontal, con los niveles de los

parametros inflamatorios y prooxidantes.
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5.1 DISENO DEL ESTUDIO

5.1.1 Tipo de estudio

Se realizé un disefio tipo ensayo clinico, en el cual se estudié a una muestra de pacientes
con EP crénica, con el objetivo de relacionar el grado de afectacién periodontal con los
niveles séricos de PCRus, fibrindgeno, MDA y 8-OHdG en orina. Igualmente, se evalud la
respuesta al tratamiento periodontal, con o sin la aplicaciéon adyuvante de doxiciclina
tépica en las bolsas periodontales, estudiando tanto los cambios en las variables clinicas

periodontales, variables proinflamatorias y prooxidantes.

5.1.2 Periodo del estudio

Para alcanzar los objetivos planteados, el periodo del estudio comprendié una duracién
de tres meses tras la aprobacién por parte del Comité de Etica de Investigacién (ANEXO

I. 1), estando de esta manera el trabajo estructurado en tres partes:

o La primera parte, con fines analiticos, consistid en la realizacién de un estudio
trasversal de asociacidn cruzada, que se realizdé en el momento del diagndstico, asi
como un analisis de sangre para determinar el nivel sérico de PCRus y fibrindgeno a
nivel basal. También se analizaron los niveles de MDA y 8-OHdG en una submuestra
de 31 pacientes.

o La segunda parte, con cardcter experimental, en la que se sometié a todos los
pacientes a un tratamiento periodontal no quirurgico y, ademas, se aplicé doxiciclina
tdpica a la mitad de los pacientes de la muestra.

o En la tercera parte se realizd una reevaluacién periodontal tres meses después de
haber concluido el tratamiento, realizdndose por segunda vez un nuevo estudio
clinico periodontal y determinacién de las variables clinicas inflamatorias y

prooxidantes en sangre y en orina para la determinacién de 8-OHdG.
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5.2 SELECCION DE PACIENTES Y TAMANO DE LA MUESTRA

5.2.1 Seleccidn de pacientes

La muestra estuvo constituida por un grupo de pacientes voluntarios de ambos sexos,
con o sin antecedentes patoldgicos de interés, reclutados a partir de la practica diaria
en la clinica de estomatologia del autor de la tesis, situada en ciudad de Paterna,
Valencia. Se trata, pues, de un muestreo por conveniencia. Por otra parte, los pacientes

asignados a la submuestra del grupo DOX son los que presentan lesiones con PS > 5mm.

5.2.2 Tamarnio de la muestra

Se realizé un estudio previo del tamafio muestral necesario orientado al objetivo general
con relacién al estudio de las correlaciones entre variables clinicas de EP y pardmetros
inflamatorios. Se estimé que era necesario un minimo de 69 pacientes para detectar una
correlacién de magnitud r=0,33 que, aunque calificada como débil, es significativa, con

una potencia del 80% y asumiendo un nivel de confianza del 95%.

La hipdtesis nula es: "No hay relacion entre variable clinica e inflamatoria, rho=0". Es
decir, una muestra de 69 es suficiente para rechazar la hipdtesis nula con una potencia
del 80%, una confianza del 95% y una correlacidn de, al menos, r=0,33. La eleccion del
tamafio de la muestra (n), para que tenga significacion estadistica, en el caso de una

poblacidn finita, se puede calcular con la siguiente ecuacion®:

n = [Z1-0/2+ Z1.B / 1/2 In[1+r/1-r]]?+3

Siendo: (r) el coeficiente de correlacion entre dos variables, Z1.a/2 = 1,96 representa
nivel de confianza deseado, donde trabajando con una seguridad del 95%, a = 0,05, Z;-

B = 0,84 representa la potencia estadistica, viene expresada para el 80%, B = 0,2%2%.

La muestra final para la investigacion estuvo constituida por 70 pacientes con EP. Se
trata de 43 mujeres (61,4%) y 27 varones (38,6%), con una edad media de 53,619,2 afios

en un rango de 26 a 72 aios.
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5.2.3 Criterios de inclusion

Se incluyeron a los pacientes que cumplian los siguientes criterios:

o

Presentar diagndstico de EP crénica, segun criterios de la AAP-EFP 20183, sin que
se aprecie sobrecrecimiento gingival.

Tener entre 18 y 75 afios.

Aceptar la participacion en el estudio mediante la firma del consentimiento

informado.

5.2.4 Criterios de exclusion

Se excluyeron los pacientes que, cumpliendo los criterios anteriores presentasen:

o

Edentulismo total o parcial con menos de 14 dientes naturales para el estudio
periodontal.

Hubieran recibido tratamiento periodontal en los Ultimos seis meses, existiendo a
tal efecto una disminucién de la actividad inflamatoria.

Embarazadas o en periodo de lactancia, debido a la tolerancia inmunoldgica
durante el embarazo.

Gingivitis Ulceronecrotizante (GUN), por tratarse de un proceso agudo o
periodontitis Ulceronecrotizante (PUN).

Diagnéstico de virus de inmunodeficiencia humana (VIH), debido el estado de
inmunosupresion asociado.

Antecedentes recientes de angor, infarto de miocardio o accidente vascular
cerebral (AVC), ya que supone un factor de confusidn al elevar los niveles séricos
de los biomarcadores.

Procesos inflamatorios agudos o traumatismos recientes.

Tratamiento crénico con farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINES) o
glucocorticoides, debido a que disminuyen la respuesta inmunitaria e
inflamatoria.

Toma de antibidticos en los ultimos tres meses, debido a que disminuyen la

actividad inflamatoria y por tanto los niveles séricos de biomarcadores.
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5.3 VARIABLES DEL ESTUDIO

5.3.1 Variables sociodemogrdficas y de confusion

A cada paciente se le realizé una historia clinica completa, recogiendo datos generales
demograficos como edad, sexo, habito tabaquico, antecedentes patoldgicos, y presencia
o no de DM u otros antecedentes patoldgicos. La influencia de los factores
modificadores o de confusidn son aquellas condiciones sociodemograficas o patoldgicas
del perfil del paciente capaces de influir en los resultados de las mediciones. En el
presente estudio se han considerado, dada su prevalencia, la DM y el tabaquismo.
Ademads, para esta ultima variable, se considerd el nimero de cigarrillos dia como
<10/dia o >10/dia. Los datos de cada participante fueros recogidos en la ficha del

paciente correspondiente (ANEXO II).

5.3.2 Variables clinicas periodontales

Las variables clinicas e indices que se emplean en el presente estudio traducen a valores
numéricos la existencia de una actividad inflamatoria periodontal presente o pasada.
Los datos de estas variables clinicas periodontales se recogieron en un
periodontograma, realizando seis mediciones por cada diente: tres por vestibular
(mesial, distal, medial) y tres por palatino, lingual, y se obtuvieron mediante la sonda
milimetrada CP-15 de Hu-Friedy (Chicago, IL, EE. UU.), que se trata de una sonda
milimetrada de primera generacidn, con una precision en las mediciones de £1 mm. Se
evalud el estado periodontal de todos los dientes presentes, excepto los terceros

molares, dientes parcialmente erupcionados, anquilosados y restos radiculares.

PS

La bolsa periodontal supone una profundizacién del surco gingival, debido al
desplazamiento en direccion apical de la insercién epitelial. Denominamos PS a la
distancia en milimetros entre el margen de la encia y el fondo de la bolsa periodontal,
en cada pieza dental se mide en seis posiciones, tres por la cara vestibular y tres por la

cara palatina o lingual. La valoracion se obtiene mediante la suma de los valores

48



obtenidos dividido por el nimero de superficies exploradas, y el resultado va expresado

en milimetros?°L.

PIC

Se denomina PIC a la distancia medida en milimetros entre el limite amelocementario y
el fondo de la bolsa, es decir, la suma de la PS y la recesidn, entendida como la distancia
medida en milimetros entre el citado limite amelocementario y el margen de la encia.
Para hallar el PIC global, se divide el resultado de la suma de las superficies exploradas

por el nimero de superficies, y el resultado se expresa en milimetros?°!.

BOP

El indice BOP modificado de Ainamo y Bay (1975) (o indice de Lindhe, 1963)2°2. Examina
cuatro superficies del diente, seis superficies segun criterios AAP-EFP 2018’. Sélo
considera sangrado (+) y ausencia de sangrado (-). El resultado se obtiene calculando el
porcentaje de superficies sangrantes, esperando entre 15 y 30 segundos para su lectura
tras el sondaje. Aporta informacidn sobre la actividad inflamatoria gingival y sobre la

progresion de la enfermedad.

Indice de placa (IP)

El IP de Silness y Loe (1964)%% se emplea para controlar el grado de higiene, valora el
grosor de la placa dental y describe la presencia de placa en grados de 0 a 3 unidades
arbitrarias (UA) y una medicion por diente, utilizando en su forma reducida, los seis
dientes de Ranfjord?4. Un indice es un indicador capaz de traducir una situacién clinica
en un valor numérico, como IP o BOP, y son por definicidon valores adimensionales,
expresados como UA o porcentajes. Por otra parte, la PS o PIC son pardmetros clinicos

precisos y no reciben el calificativo de indices.

Ademas de estos parametros periodontales, se registré y calculd el nimero de dientes
totales, el n2 de dientes con una PS de 1-3 mm., dientes con una PS >4 mm., n2 de sitios
con PS >4 mm., dientes con una PS > 6 mm., porcentaje de sitios con PS 1-3 mm., PS 4-

5 mm., PS>6 mm.
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5.3.3 Variables bioquimicas inflamatorias

Las variables bioquimicas fueron determinadas a partir de muestras de sangre por el

laboratorio Analclinic (Mislata-Valencia, Espafia).

PCRus

La PCR medida en rango ultrasensible es uno de los marcadores que aparecen en la fase
aguda de procesos inflamatorios de cualquier naturaleza, tanto agudos como crénicos,
los valores séricos normales de la PCR son < 0,5 mg/dl. Dada la naturaleza crénica de la
EP, el presente estudio se basd en la busqueda de la posible correlacion mediante la
determinacién de la PCRus, ya que ésta permite detectar niveles a partir de 0,09 mg/dl,
descartandose valores a partir de 10 mg/dl, mas propios de procesos agudos. Los niveles
séricos de PCRus se cuantificaron mediante un ensayo inmunonefelométrico (Dade

Behring, Marburg, Alemania).

Fibrindgeno

Es una glicoproteina con una vida media de 3 a 6 dias, con una funcidon fundamental
durante el proceso de la coagulacion, pasando a fibrina bajo la accién de la trombina, y
sus niveles plasmaticos oscilan entre 150 y 450 mg/dl. Durante los procesos
inflamatorios aumenta su valor entre 2 y 20 veces, siendo, por tanto, un reactante de
fase aguda. Los niveles de fibrindgeno se obtuvieron mediante la técnica Coagulometria-
Thrombina-Clauss time, utilizando un analizador automatico Solea 100 (Biolabo

diagnostics, Maizy, Francia).

5.3.4 Variables bioquimicas de estrés oxidativo

MDA

Se trata de un lipoperdxido resultado de la oxidacion de los lipidos de las membranas
celulares, sus valores en funcidn de sus niveles séricos se expresan en umol/L. Es un
indicador de estrés oxidativo y dafio tisular, y se consideran normales los valores < 2

umol/L.
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8-OHdG
Se trata de uno de los productos resultantes de la oxidacion de la base nitrogenada
guanina, es un indicador de estrés oxidativo y de dafio del ADN. Su determinacidn se

hace en muestras de orina midiéndose en ug/g de creatinina, siendo sus valores

normales de 6,0-14,0 pg/g.
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5.4 PROCEDIMIENTO

5.4.1 Protocolo del estudio y recogida de datos

El estudio se llevd a cabo en las siguientes fases:

Visita de diagndstico
Se analizd el estado periodontal de los pacientes y se diagnosticd EP, segun los criterios

de la AAP-EFP 2018’.

Visita de seleccion
Consistid en la explicacidn del estudio y la presentacion al paciente de los documentos
preceptivos:

o Presentacién y firma de la hoja de informacidn al participante (ANEXO I. 3)

o Aceptacidn voluntaria del paciente de su participacion en el estudio, con la firma
del consentimiento informado y la Ley Organica de Proteccion de datos Personales
(LOPD) (ANEXOS I. 4)

o Anamnesis donde se recogieron datos médicos, con objeto de verificar si cumple

los criterios de seleccion, historial dental y periodontograma (ANEXOS 1. 1)

El paciente diagnosticado clinicamente de EP se remitio al laboratorio para la extraccién
de una muestra de sangre, en la cual se determinaron los niveles séricos de PCRus, de

fibrindgeno y de MDA, asi como una muestra de orina para la determinacion de 8-OHdG.

Visita de tratamiento
El tratamiento periodontal no quirdrgico que se aplicé a los pacientes seleccionados

consistié en una Unica sesion siguiendo el procedimiento full mouth?°>-299;

o Profilaxis supragingival mediante aparato de ultrasonidos (Satelec, Acteon,
Merignac, Francia).

o RAR mediante curetas de Gracey (Hu-Friedy, Chicago, IL, EE. UU.), previa
anestesia local infiltrativa, en dientes con bolsas PS > 5 mm, (Artinibsa® 40/0,005

mg/ml, Inibsa, Espafia). El desbridamiento mecanico se hizo en una sesion.
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o lIrrigacién con clorhexidina 0,2%, (Clorhexidina Lacer®, Lacer S.A., Barcelona,
Espafia).

o Aplicacién de doxiciclina tépica®”?° (Ligosan®, Heraeus Kulzer, Kulzer GmbH,
Leipziger StrafSe 2, 63450 Hanau, Alemania.), en las bolsas con una PS > 5mm.,
en el 50% de la muestra. Es conocido que practicamente todos los
microorganismos relacionados con la EP son sensibles a las tetraciclinas?'*13, de
ahi la utilizacién de la doxiciclina.

o Recomendaciones higiénicas y de mantenimiento periodontal?*: Cepillado 3
veces/dia mediante la técnica de Bass?'* con un cepillo de filamentos blandos, lo
que permitird la remocién de la placa del surco gingival de forma eficaz. La
técnica de Bass consiste en inclinar el cepillo 452 con respecto al diente,
efectuando movimientos horizontales suaves, y verticales de arrastre, en el caso
de la técnica de Bass modificada. Utilizacion de cepillos interdentales, que
eliminan la placa en los espacios Interdentales, normalmente poco accesibles
con el cepillado habitual. Uso de colutorio de clorhexidina de uso diario al 0,05%,

dos veces/dia, lo que impide la formacién de placa.

Todas estas medidas tienen por objeto reducir la carga bacteriana del periodonto y de
las distintas superficies dentales desestructurando el biofilm e impidiendo su formacién

una vez realizado el tratamiento periodontal.

Visita de reevaluacion
La reevaluacion se efectud a los tres meses de concluido el tratamiento periodontal, ya
que el biofilm se reestructura durante este periodo de tiempo?'®. La reevaluacion se

estructurd en dos partes:

o Reevaluacién clinica periodontal. Se efectué mediante una valoracién precisa del
estado periodontal, con la medicion de las variables clinicas periodontales del
estudio.

o La reevaluacién bioquimica. Se realiz6 mediante la obtencidon de una nueva
muestra de sangre, para determinar el nivel sérico de la PCRus, fibrinégeno, MDA

y de orina para la determinacién de 8-OHdG.
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5.4.2 Andlisis estadistico

El analisis estadistico de los datos obtenidos se realizé mediante el software SPSS (SPSS

Statistics Inc. Chicago, IL, EE. UU.).

Con el fin de cumplir con los objetivos que fueron planteados en esta tesis, se hizo
necesaria la aplicacidon de técnicas de analisis estadistico, que dependieron del tipo de
variable y de los datos recogidos durante el trabajo de campo. El tamafio de la muestra
y la técnica de analisis influye en la significacidon estadistica. Asi, los estudios de
correlaciones y la comparacion de medias mediante la t-Student proporcionan datos

significativos, incluso con muestras reducidas, al contrario que los modelos de regresion.

Se dispone de informacién de pardmetros clinicos en tiempo basal (T0), asi como de los
bioquimicos PCRus, fibrindgeno, MDA y 8-OHdG. Los pacientes se clasifican en 2 grandes
grupos independientes segun tratamiento; grupo control (n=25) o grupo con doxiciclina
topica (DOX) (n=45). A los 3 meses (T1) se repiten las mediciones de todas las variables
mencionadas, consideradas primarias para la investigacion. Las analiticas de las
variables de estrés oxidativo se realizan en una submuestra de 31 pacientes (n=15)

correspondiente al grupo DOX y (n=16) al grupo control.

Por tanto, se trata de dos estudios bien diferenciados:
o General: Relacion entre las variables clinicas periodontales y inflamatorias en el
total de 70 pacientes de la muestra y segun grupos (DOX/control).
o Estrés oxidativo (EO): Relacidn entre variables clinicas periodontales y de estrés

oxidativo en el subtotal de 31 pacientes y segun grupo (DOX/control).

Andlisis descriptivo

Las variables continuas se describieron mediante la media + desviacion estandar (DE),
previamente determinando que siguen una distribucion normal mediante el test de
Kolmogorov-Smirnov. Las variables de tipo categorico se describiran mediante

frecuencias absolutas y porcentajes.
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Andlisis bivariante
Para el estudio entre dos grupos formados por variables continuas objeto del estudio,
parametros bioquimicos y periodontales, se aplican las siguientes herramientas

estadisticas:

o Test de la t-Student para muestras independientes
Test que compara las medias de muestras con variables continuas de muestras
independientes, para su aplicacién se debe de tener en cuenta que se cumplen
los criterios de normalidad y la homogeneidad de las varianzas. Se emplea para
comparar las variables periodontales y bioquimicas entre dos grupos. La prueba
U de Mann-Whitney seria el equivalente no paramétrico.

o Test Chi?
Test empleado para estudiar la asociacidn entre dos variables categéricas y
evidenciar su direccidon y magnitud, estableciendo asi el grado de relacién que
poseen. Se estudiaron tablas de contingencia 2x2, que permiten comparar
distintos pardmetros del estudio: bioquimicos, periodontales o perfil del
paciente.

o Correlaciones bivariadas
El coeficiente de correlacién de Pearson es un método paramétrico que requiere
de criterios de normalidad para su aplicacion y que mide el grado de asociacion
de los puntos a una linea recta. Se utiliza para la estimacién de las correlaciones
periodontales y bioquimicas a nivel basal y después del tratamiento periodontal.

El coeficiente de correlacion de Spearman (Rho) es la forma no paramétrica.
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Andlisis multivariante

o Modelo de regresion logistica binaria
Su utilizacidon es pertinente cuando la variable dependiente es dicotdmica y se
desee identificar predictores de un suceso, la variable dependiente es el cociente
p / (1-p), es decir la Odds ratio (OR). Estudiara la influencia de las distintas
variables clinicas sobre las variables bioquimicas para un intervalo de confianza
del 95%.

o ANOVA con medidas repetidas
Conocido como modelo lineal univariante o bien como ANOVA de medidas
repetidas, es un analisis de tipo longitudinal, ya que mide en mas de una ocasién
la variable respuesta. El objetivo de los analisis longitudinales es estudiar los
cambios que tienen lugar en la variable respuesta en funcién del tiempo, y dado
gue los cambios se estudian dentro del mismo individuo, lleva a estimaciones
mucho mas precisas, ya que cada individuo es su propio control, es decir, estd
autoemparejado, lo que reduce el ruido o variabilidad aleatoria. Es decir,
comparar los valores de las variables periodontales y bioquimicas en estado basal
y a los tres meses del tratamiento periodontal con o sin la utilizacién de
doxiciclina.

o Regresion lineal multivariante
Se trata de un anadlisis de la varianza con multiples variables, ddndonos la
posibilidad de relacionar dos o mds variables independientes (variables
explicativas), como las variables periodontales que resultaron distintas en su
medicion basal y a los tres meses del tratamiento, con una variable dependiente

(variable respuesta).

El nivel de significacion empleado en los andlisis ha sido el 5% (a=0.05). Una t-Student
alcanza una potencia del 80% para detectar como significativo un tamafio de efecto
d=0,3 (medio-grande) en las diferencias de un pardmetro entre grupo control y test,
para un nivel de confianza del 95%. Para detectar efectos intra-sujetos (cambios de TO a

T1), la potencia es del 84,5% para un tamafio de efecto d=0,15 (medio-pequeiio).
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5.5 ASPECTOS ETICOS Y LEGALES

Principios éticos

Este estudio fue disefiado segun los criterios de presentacion en epidemiologia
Strengthening the Reporting of Observational studies in Epidemiology (STROBE), los
principios de ética establecidos en la declaracion de Helsinki (Finlandia 1964) y de la
Convencion de Oviedo en relacidn con los derechos humanos en las practicas

biomédicas (Oviedo 1997).

Comité de ética

El protocolo del presente estudio fue evaluado y aprobado por el Comité de Etica del
Hospital Arnau de Vilanova-Lliria, (Departament de Salut Valéncia), con fecha
18/09/2019, cédigo RAM-LIG-2019-01 (ANEXO I. 1) y de la investigacién con
medicamentos, por la Agencia Espanola de Medicamentos y Productos Sanitarios

(AEMPS) N2 EudraCT 2019-002239-27 (ANEXO 1. 2).

Hoja de informacion al participante y consentimiento informado

Los pacientes aceptaron participar en el estudio dando su consentimiento por escrito,
previamente informados mediante la hoja de informacidn al paciente (ANEXO I. 3),
sobre sus caracteristicas y finalidad, de acuerdo con la ley 41/2002, de 14 de noviembre
de 2002, referente a los derechos y obligaciones con respecto a la documentacion clinica

y la LOPD 3/2018, de 5 de diciembre de 2018 (ANEXOS I. 4).

Proteccion de datos personales

El presente estudio cumple con el Reglamento del Parlamento Europeo 2016/679 y del
Consejo de la Unidn Europea, de 27 de abril de 2016, relativo al tratamiento de datos de
las personas fisicas. El tratamiento de los datos personales obtenidos durante el estudio
fue anonimizado empleando una codificacién alfanumérica, destruidos tras su

finalizacidn y ajustados a la LOPD 3/2018, de 5 de diciembre de 2018 (ANEXOS I. 4).
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Estudio sobre la relacion entre la enfermedad periodontal
y los niveles de marcadores inflamatorios y prooxidantes

6. RESULTADOS
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6.1 ESTUDIO TRANSVERSAL. ANALISIS DESCRIPTIVO DE LA POBLACION

6.1.1 Estudio de la severidad de enfermedad periodontal

Los pacientes incluidos en el estudio fueron diagnosticados de EP crénica, con los datos
registrados en un periodontograma completo, atendiendo a la definicién y criterios

diagndsticos segun el Word Workshop de la AAP-EFP 2017.

La muestra para la investigacidn estuvo constituida por un total de 70 pacientes con EP.
Se dispone de informacién de parametros clinicos periodontales, asi como de los
bioquimicos PCRus, fibrindgeno, MDA y 8-OHdG, en tiempo basal (TO) y a los 3 meses

del tratamiento periodontal no quirurgico (T1).

Los pacientes se clasificaron en 2 grupos segun tratamiento o no con doxiciclina tdpica,
existiendo asi un grupo DOX (n=25) y grupo control (n=45). Los parametros de estrés
oxidativo (MDA y 8-OHdG) sélo se evaluaron en una submuestra de 31 pacientes (15 del
grupo DOX y 16 del grupo control). De la muestra inicial de 73 pacientes, tres no
acudieron a la reevaluacién y fueron eliminados. Basdandose en la severidad de EP, de
los 70 pacientes del estudio, mostraron estadio | el 2,9% (n=2) de los pacientes, estadio

Il el 15,7% (n=11), estadio lll el 57,1% (n=40) y estadio IV el 24,3% (n=17) (Figura 2)

Estadio EP

100

75 57,1
% 50

24,3
25 29
0
| ] Il AV}

Figura 2. Distribucion de los pacientes segun estadio.

Los resultados se expresan como %.
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A partir de este punto, una vez fue descrita la EP de la poblacidn de estudio, se obtiene

la muestra dividida por gravedad/estadios, la cual se analizé a continuacion.

6.1.2 Homogeneidad de los grupos segun estadio de enfermedad periodontal

Con respecto a las variables de perfil, a efectos de toma de decisidn sobre la inclusidon o
no en modelos posteriores, se realizé un analisis de homogeneidad de los grupos en
cada estadio. En la Tabla 5 se describe el perfil demografico, habitos nocivos y

prevalencia de DM en el total de pacientes.

Tabla 5. Variables de perfil de los pacientes segtn estadio.

ESTADIO EP
Total I Il 1] v p-valor
N 70 2 11 40 17
SEXO
Hombre 27 (38,6) 0(0,0) 2(18,2) 18 (45,0) 7 (41,2)
Mujer 43 (61,4) 2 (100) 9 (81,8) 22 (55,0) 10 (58,8) 0,855
EDAD (afios)  53,619,2 57,0+7,1 48,6111,4 53,1+9,0 57,616,9 0,113
GRUPO DE EDAD
<50afios  23(32,9) 0(0,0) 6 (54,5) 15 (37,5) 2(11,8)
50-59 afios 26 (37,1) 1(50,0) 3(27,3) 14 (35,0) 8(47,1)
>=60 afios 21 (30,0) 1(50,0) 2(18,2) 11 (27,5) 7 (41,2)
DIABETES
No  63(90,0) 2 (100) 11 (100) 36 (90,0) 14 (82,4)
Si 7 (10,0) 0(0,0) 0(0,0) 4 (10,0) 3(17,6) 0,694
TABAQUISMO
No fuma 45 (64,3) 1(50,0) 5 (45,5) 28 (70,0) 11 (64,7)
<10cig./d  10(14,3) 0(0,0) 6 (54,5) 3(7,5) 1(5,9) 0,127
>=10cig. /d  15(21,4) 1(50,0) 0(0,0) 9(22,5) 5(29,4)

Los datos se expresan como n (% de casos) o como media * desviacidn estdndar y se analizaron mediante
test Chi?, test exacto de Fisher o mediante test t-Student de 2 muestras, respectivamente.
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De los 70 pacientes incluidos en el estudio, 43 eran mujeres (61,4%) y 27 varones
(38,6%), con una edad media de 53,6+9,2 afios en un rango de 26 a 72 afios. Se constaté
la homogeneidad alcanzandose distribuciones semejantes en aspectos como la edad y
el sexo, siendo mas de la mitad de la poblacién de estudio mujeres y mayores de 50
anos. Solamente siete pacientes de la totalidad de la muestra eran diabéticos, cuatro
del estadio Ill y tres del estadio 1V, sin existir diferencias significativas entre los grupos.
Respecto al habito tabdquico, se recogid informacién acerca de si el paciente era
fumador o no, y si fumaba mas o menos de 10 cigarrillos al dia, y no existieron
diferencias entre los diferentes grupos segun estadio, siendo la mayoria de los pacientes

(64,3%) no fumadores.

De este andlisis de homogeneidad de los grupos segun estadio respecto a ciertas
variables de perfil se concluyd que los diferentes grupos por estadio exhiben un perfil

similar, sin mostrar diferencias significativas.

6.1.3 Comparacion de los grupos por estadio de enfermedad periodontal

Se realizé un analisis descriptivo e inferencial de todas las variables estudiadas:
periodontales, inflamatorias y de estrés oxidativo comparando entre los grupos por

estadio de la enfermedad.

Pardmetros clinicos periodontales

Los parametros clinicos periodontales recogidos y calculados para estudiar la EP de la
poblacién total dividida por estadios, se muestran en la Tabla 6. Como era de esperar, a
medida que aumenta la severidad/estadio, peor estado periodontal refleja los
parametros (Figura 2). Se observaron diferencias significativas entre los diferentes
grupos segun estadio respecto a todas las variables clinicas periodontales, excepto en el
IP, el cual va mas ligado al habito de cepillado que a la enfermedad en si, y en el indice
BOP, el cual, aunque no mostré diferencias significativas entre los grupos (p=0,206),
refleja una tendencia a mayor sangrado al sondaje a medida que se incrementa el

estadio de severidad (Tabla 6 y Figura 3).
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Tabla 6. Pardmetros periodontales (t0) de la poblacion total segtn estadio.

ESTADIO EP

Total I Il 1] v p-valor

N 70 2 11 40 17
PS(mm) 3,32#¢0,76  2,53+0,06  2,73+0,42  3,2840,72  3,8910,65 <0,001
PIC(mm) 3,50+0,76  2,68+0,17  2,87+0,39  3,46+0,70  4,12+0,68 <0,001
n?sitios PS>4mm  53,24¢31,8  20,0+15,6  34,0+24,3 56,9433,6  62,6123,6 0,020
n? sitios PS>6mm  12,7+14,0  0,00+0,00 0,73+0,79  15,2+15,6  16,1+10,5 <0,001
% sitios PS >4mm  36,8+22,1  3,1143,46  20,8t15,3  36,8+21,3  51,4+17,5 <0,001
% sitios PS 1-3mm  63,2+22,1  96,9+3,46  79,2+15,3  63,2+21,3  48,6+17,5 <0,001
% sitios PS 4-5mm  27,7+14,7  3,11+3,46  20,3+15,4 27,1134  36,7+119 0,001
% sitios PS>6mm  9,1349,97  0,00+0,00  0,4510,47 9,6+10,2 14,7+8,8 <0,001
IP 0,75%0,75 0,28t0,17 0,72+0,84 0,7£10,65 0,94+0,93 0,560
BOP (%) 30,9+23,4  22,5+10,6 24,9+20,8 28,6+20,5 41,2+30,1 0,206

Los datos se muestran como media * desviacion estandar y se analizaron mediante una ANOVA de una

P-valor<0,05 (resaltado en negrita) indica diferencias significativas entre los grupos.
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Figura 3. Paradmetros periodontales de la muestra por estadio.

Los resultados se expresan como media * error estandar. P-valor <0,05 indica diferencias significativas
cuando grupos fueron comparados mediante una ANOVA de una via.
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Pardametros inflamatorios

Los niveles de PCRus y fibrindgeno en suero de los pacientes segln estadio, se muestran

enla Tabla 7.

Tabla 7. Parametros inflamatorios a nivel basal (t0) de la poblacion total segun estadio.

ESTADIO EP

Total I I 1] \% p-valor

N 70 2 11 40 17
PCRus (mg/dL)  0,2940,30 0,03+0,01 0,19+0,14 0,25+0,25 0,47+0,40 0,018

fib (mg/dL) 351,7¢76,2  322,5+54,5  325,1+61,1  342,5+78,5 394,1469,2 0,055

Los datos se muestran como media * desviacién estandar y se analizaron mediante ANOVA de una via.

Respecto a los parametros inflamatorios evaluados en suero, se observaron diferencias
significativas en los niveles de PCRus entre los cuatro estadios de EP y una fuerte
tendencia a la significacién en los niveles de fibrindgeno, siendo los niveles en suero de
PCRus y fibrinégenos mayores conforme se incrementa la gravedad de la enfermedad

(Figura 4).
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Figura 4. Pardmetros inflamatorios de la muestra por estadio.

Los resultados se expresan como media * error estdndar. P-valor <0,05 indica diferencias significativas
cuando grupos fueron comparados mediante una ANOVA de una via.

Pardmetros de estrés oxidativo
Los niveles de MDA en suero y de 8-OHdG en orina de los pacientes segin estadio, se

muestran en la Tabla 8 y (Figura 5).
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Tabla 8. Parametros de estrés oxidativo a nivel basal (t0) de la poblacion total segun
estadio.

ESTADIO EP

Total | Il 1 \Y p-valor

N 31 2 3 13 13
MDA (pmol/L) 0,72%0,23 0,75+0,35 0,67+0,15 0,71+0,22 0,75+0,27 0,971

80HdG (pg/g) 9,03+3,70 4,10+3,96 13,1+2,76 7,94+3,18 9,85+3,34 0,021

Los datos se muestran como media + desviacidn estandar y se analizaron mediante una ANOVA de una
via.

Como marcadores de estrés oxidativo, se evaluaron los niveles en suero de MDA vy los
niveles en orina de 8-OHdG. Se observo una diferencia significativa entre los grupos por
severidad en los niveles de 8-OHdG, siendo los niveles de dicho pardmetro mds elevados

en los estadios I, 1l y IV, que en los pacientes con EP inicial estadio I. Los niveles en suero

1 p =0,949

de MDA fueron homogén eos entre los

grupos, no observandose diferencias significativas (Tabla 8).
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Figura 5. Pardmetros de estrés oxidativo de la muestra por estadio.

Los resultados se expresan como media * error estdndar. P-valor <0,05 indica diferencias significativas
cuando grupos fueron comparados mediante una ANOVA de una via.
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6.1.4 Estudio de la probabilidad de enfermedad periodontal. Regresion logistica binaria

Se pretende estudiar la influencia de las distintas variables de perfil en la probabilidad
de EP, asi como si se puede analizar la influencia de estas variables en la probabilidad de
cada estadio. Esto permite relacionar la probabilidad de un cierto nivel de gravedad de
la enfermedad con los otros factores considerando dos independientes y haciendo
modelos de regresion logistica para cada uno de ellos (Tabla 9):

o Grado I-lI/II-1IV

o Grado I-lI-llI/IV

Tabla 9. Perfil demogrdfico y clinico de los pacientes segun EP grado IlI-1V.

EP OR 95% Cl p-valor
-1l m-v
N 13 57
SEXO
Mujer 11 (84,6) 32 (56,1) 1
Hombre 2 (15,4) 25 (43,9) 4,30 0,87-21,2 0,073
GRUPO DE EDAD 0,533
<50 afios 6 (46,2) 17 (29,8) 1
50-59 afios 4 (30,8) 22 (38,6) 1,94 0,47-8,00 0,358
>=60 afios 3(23,1) 18 (31,6) 2,12 0,46-9,84 0,338
DIABETES
No 13 (100) 50 (87,7)
Si 0(0,0) 7 (12,3) - - 0,183 (Chi?)
TABAQUISMO 0,006**
No fuma 6 (46,2) 39 (68,4) 1
<10 cig. /d 6 (46,2) 4 (7,0) 0,10 0,02-0,47 0,004**
>=10 cig. /d 1(7,7) 14 (24,6) 2,15 0,24-19,5 0,495

Numero de pacientes (%) o media + desviacion estandar. Resultados de regresidn logistica binaria simple,
OR, intervalo de confianza 95%. Categoria de referencia: EP grado I-ll. Test Chi? si OR no estimable.
*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.
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Se observa que los pacientes que fuman poco (<10 cig/d) disminuyen significativamente
la probabilidad de tener una EP IlI-IV respecto a los no fumadores (OR=0,10; p=0,004).
También se observo una tendencia que implica al sexo del paciente. Un varon multiplica

por mas de 4 (OR=4,30; p=0,073) su riesgo de EP llI-IV respecto a una mujer.

Tabla 10. Perfil demogrdfico y clinico de los pacientes segun EP grado IV.

EP OR 95% Cl p-valor
-11-111 v
N 53 17
SEXO
Mujer  33(62,3) 10 (58,8) 1
Hombre 20(37,7) 7 (41,2) 1,16 0,38-3,52 0,800
EDAD (afios) 52,3+9,5 57,616,9 1,07 1,00-1,15 0,042*
GRUPO DE EDAD 0,137
<50 afios 21 (39,6) 2(11,8) 1
50-59 afios 18 (34,0) 8(47,1) 4,67 0,88-24,9 0,071
>=60 afios 14 (26,4) 7 (41,2) 5,25 0,95-29,1 0,057
DIABETES
No  49(92,5) 14 (82,4) 1
Si 4(7,5) 3(17,6) 2,63 0,52-13,1 0,240
TABAQUISMO 0,440
No fuma 34 (64,2) 11 (64,7) 1
<10 cig. /d 9(17,0) 1(5,9) 0,34 0,04-3,02 0,343
>=10 cig. /d 10 (18,9) 5(29,4) 1,55 0,43-5,51 0,502

Numero de pacientes (%) o media + desviacidon estandar. Resultados de regresidn logistica binaria simple,
OR, intervalo de confianza 95%. Categoria de referencia: EP grado<IV. *p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001.

Como se observa en la Tabla 10, sélo la edad influye significativamente en el diagndstico
de una EP grado IV. Concretamente, por cada afo adicional de edad, el riesgo de una

expresion de tipo IV se eleva un 7% (OR=1,07, p=0,042).
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De los dos modelos se deduce que:
o Una mayor edad discrimina entre pacientes con EP estadio IV respecto al resto.
o Ser varén aumenta la probabilidad de estadios Ill/1V; pero no particularmente
el estadio IV.
o Elhabito tabaquico muestra una asociacién peculiar; en especial, la categoria de
bajo consumo (<10 cigarrillos/dia), que parece favorecer un diagndstico de

gravedad estadio I/1l (leve-moderado).

6.1.5 Correlaciones bivariadas de las variables periodontales, inflamatorias y de estrés

oxidativo a nivel basal

Se realizaron analisis de correlacion bivariada entre variables periodontales,
inflamatorias y de estrés oxidativo (Tabla 5), con el fin de determinar si existe una
relacion entre el estado clinico del periodonto y los niveles sistémicos de los parametros
inflamatorios y de los parametros prooxidantes. Se observaron multiples correlaciones
de los parametros clinicos periodontales con los niveles séricos de fibrindgeno. Los
niveles de fibrinégenos se correlacionaron directamente con los valores de PS, PIC,
bolsas 24 mm, >6 mm y BOP, y I6gicamente de forma inversa con el porcentaje de sitios
con PS de 1-3 mm. De una forma menos significativa se observé una correlacion de los
niveles séricos de PCRus con los valores de PIC y una tendencia a la significacién

estadistica con los valores de PS y de bolsas > 6 mm.

Con respecto a los parametros prooxidantes, no se observaron correlaciones de los

parametros clinicos periodontales con los niveles séricos de MDA, ni con los niveles de

8-OHdG en orina (Tabla 11).
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Tabla 11. Correlacion de pardmetros periodontales con inflamatorios y prooxidantes en

to.

PCRus fib MDA 8-OHdG

r p r p r p r p

PS 0,231 0,055 0,318 0,007 0,141 0,450 0,148 0,436

PIC 0,241 0,045 0,330 0,005 0,112 0,548 0,149 0,433

N¢ sitios PS24mm 0,049 0,686 0,206 0,087 -0,08 0,968 0,047 0,804
N¢ sitios PS26mm 0,130 0,282 0,236 0,049 0,018 0921 0,062 0,743
% sitios PS24mm 0,138 0,256 0,259 0,030 0,102 0,587 0,096 0,615
% sitios PS 1-3mm 0,122 0,317 0,225 0,063 0,039 0836 0,139 0,474
% sitios PS4-5mm 0,150 0,215 0,215 0,074 0,066 0,725 0,156 0,411
% sitios PS26mm 0,224 0,062 0,302 0,011 0,121 0,517 0,122 0,521
IP 0,049 0,684 0,038 0,753 0,217 0,242 0,038 0,842

BOP 0,127 0,294 0,320 0,007 0,075 0,69 0,137 0,470

Se muestra el coeficiente de correlacién de Spearman (r). P-valor <0,05 (resaltado en negrita) indica
correlacion estadisticamente significativa.

Posteriormente, se analizaron las correlaciones entre los parametros inflamatorios y los
pardmetros prooxidantes y se observd Unicamente una correlacidn significativa entre

los niveles séricos de PCRus y fibrindgeno.

Tabla 12. Correlacion de pardmetros inflamatorios y prooxidantes en t0.

PCRus fib MDA 8-OHdG

PCRus
Fib 0,535 <0,001
MDA 0,181 0,331 -0,098 0,600
8-OHdG  -0,027 0,888 -0,125 0,511 0,143 0,450

Se muestra el coeficiente de correlacién de Spearman (r). P-valor <0,05 (resaltado en negrita) indica
correlacion estadisticamente significativa.

No se observa correlacidon entre parametros inflamatorios y prooxidantes, Unicamente
entre PCRus y fibrinégeno (Tabla 12). Dado que los niveles séricos de fibrindgeno fueron
los que mas se correlacionaron, posteriormente se llevé a cabo un analisis de regresién

lineal multivariante.
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6.1.6 Regresion lineal multivariante

Se realiz6 un analisis de regresion lineal multivariante con el fibrinégeno como variable
dependiente y como variables independientes todas aquellas variables del estudio con
las que se correlaciond (PS, PIC, nimero de sitios con PS 26 mm, % de sitios con PS >4
mm, % sitios con PS 1-3 mm, % sitios con PS 26 mm, BOP y PCRus), utilizando el método
por pasos (stepwise method), para detectar el minimo conjunto de ellas que explica la

maxima variabilidad del fibrinégeno (Tabla 13).

Tabla 13. Modelo de regresion multivariante del fibrindgeno.

Variables Coeficientes no Coeficientes
p-valor
Variable dependiente independientes estandarizados estandarizados
B ET B
fibrindgeno PCRus 132,52 25,32 0,520 <0,001
BOP 0,801 0,321 0,247 0,015
R? corregida 0,336
R 0,596
p <0,001

En este modelo de regresion multivariante se observé que la PCRus (B=0,520) y BOP (B=
0,247) se asociaban independientemente con los niveles séricos de fibrindgeno,
explicando asi el 34% de la variable dependiente. La variable BOP fue la Unica variable
incorporada al modelo como significativa (p=0,015). BOP representa el porcentaje de
sitios que muestran sangrado al sondaje, siendo normalmente aquellos sitios con mayor
bolsa periodontal e inflamacién gingival. La variable BOP es la variable que refleja la
inflamacién periodontal local, y es ldgico que exista una correlacién con los niveles de
fibrinégeno como marcador de inflamacidn sistémica. Se ha estimado B= 0,801, esto es,
por cada 1% adicional de BOP, el incremento esperado de fibrinégeno es de 0,8

unidades, en promedio.
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Resumen de resultados referente al estudio trasversal

1. Comparacion de los grupos por estadio

o Se observaron diferencias significativas entre los diferentes grupos segun estadio
respecto a todas las variables clinicas periodontales.

o Se aprecia la existencia de relacion entre la gravedad de la enfermedad y los
niveles séricos de PCRus y de fibrinégeno.

o Se observé una diferencia significativa entre los grupos por severidad en los
niveles de 8-OHdG.

o Con respecto a los factores modificadores o de confusidn, el tabaquismo parece
estar relacionado con un agravamiento de los parametros clinicos

periodontales.

2. Estudio de la probabilidad de EP
o Se observa que los pacientes que fuman <10 cigarrillos/dia disminuyen
significativamente su probabilidad de una EP IlI-1V respecto a los no fumadores.

o Solo la edad influye significativamente en el diagndstico de una EP grado IV.

3. Correlaciones bivariadas ente las variables periodontales, inflamatorias y de estrés

oxidativo a nivel basal

o Se observaron multiples correlaciones de los parametros clinicos periodontales
relacionados con el sondaje y el BOP, con los niveles séricos de fibrindgeno.

o La existencia de correlacion entre los niveles séricos de PCRus con los valores de
PICy una tendencia a la significacidon estadistica con los valores de PS y de bolsas
26 mm.

o Los niveles séricos de fibrindgeno fueron los que mas se correlacionaron con los
parametros periodontales.

o Se observé una diferencia significativa entre los grupos por severidad en los
niveles de 8-OHdG.

o No se observaron correlaciones de los parametros clinicos periodontales con los

niveles séricos de MDA ni con los niveles de 8-OHdG en orina.
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4. Regresion lineal multivariante
o La variable BOP fue la Unica variable incorporada al modelo como significativa,
existiendo una relacidn directa entre el incremento de los valores de BOP y de

fibrinégeno.
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6.2 ESTUDIO EXPERIMENTAL. RESPUESTA AL TRATAMIENTO
PERIODONTAL

Los 70 pacientes con EP fueron sometidos a tratamiento periodontal no quirdrgico. De
los 70 pacientes, 25 recibieron un tratamiento coadyuvante mediante la aplicacién de
doxiciclina tépica en las bolsas periodontales, ademads del desbridamiento mecanico
periodontal, diferenciandose de este modo dos grupos de pacientes: sin doxiciclina
(n=45) y grupo DOX (n=25). Por lo que, en esta seccién de resultados, se estudiod la
respuesta al tratamiento periodontal no quirurgico, comparando entre grupos DOX y
control y comparando también la respuesta por grupos seglin severidad de la
enfermedad. Se analizaron los cambios en las variables clinicas periodontales,
inflamatorias y de estrés oxidativo a los 3 meses del tratamiento periodontal no

quiruargico.
6.2.1 Homogeneidad de los grupos DOX y control

En un primer lugar, se realizé el andlisis de homogeneidad de los grupos DOX y control
respecto a todas las variables estudiadas a nivel basal, las cuales pueden actuar como
elementos de confusion a la hora de valorar los efectos de la aplicacion de la doxiciclina.
Se compararon ambos grupos DOX y control a nivel basal respecto a las variables de
perfil, estadio de EP, los pardmetros periodontales, pardmetros inflamatorios y de estrés

oxidativo.

Variables de perfil y hdbitos

Respecto a las variables de perfil (Tabla 14) se observé que ambos grupos de pacientes
DOX y control eran homogéneos en cuanto al sexo, siendo aproximadamente el 60%
mujeres en ambos grupos. En cuanto a la edad, tampoco se observaron diferencias
significativas entre ambos grupos, siendo la mayoria de los pacientes mayores de 50
afios. No se observaron tampoco diferencias en cuanto a la incidencia de DM,
unicamente el 10% de los pacientes. Tampoco se observaron diferencias significativas
en cuanto a la severidad por estadios, presentando la mayoria de los pacientes de ambos

grupos una EP severa/estadio Ill.
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Sin embargo, se observaron diferencias entre ambos grupos en cuanto al habito
tabdquico (p=0,039), siendo la tasa de fumadores significativamente mayor en el grupo

control (42,2%), que en el grupo DOX (24%).

Tabla 14. Variables de perfil de los pacientes segun grupos DOX vs grupo control.

GRUPO
Total Control DOX p-valor
N 70 45 25
SEXO 0,855
Hombre 27 (38,6) 17 (37,8) 10 (40,0)
Mujer 43 (61,4) 28 (62,2) 15 (60,0)
EDAD (afios) 53,619,2 52,38,9 56,019,4 0,113
GRUPO DE EDAD 0,396
<50 afios 23 (32,9) 16 (35,6) 7 (28,0)
50-59 afios 26 (37,1) 18 (40,0) 8(32,0)
>60 afios 21 (30,0) 11 (24,4) 10 (40,0)
DIABETES 0,694
No 63 (90,0) 41(91,1) 22 (88,0)
Si 7 (10,0) 4(8,9) 3(12,0)
TABAQUISMO 0,039
No fuma 45 (64,3) 26 (57,8) 19 (76,0)
<10 cig. /d 10 (14,3) 10 (22,2) 0(0,0)
>10 cig. /d 15 (21,4) 9 (20,0) 6 (24,0)
GRAVEDAD 0,080
I 2(2,9) 2(4,4) 0(0,0)
I 11 (15,7) 10 (22,2) 1(4,0)
n 40 (57,1) 25 (55,6) 15 (60,0)
v 17 (24,3) 8(17,8) 9 (36,0)

Los datos se expresan como n (% de casos) o como media * desviacidn estdndar y se analizaron mediante
test Chi?, test exacto de Fisher o mediante test t-Student de 2 muestras, respectivamente.

La mayoria de los pacientes se incluian en el estadio Ill, el cual representa una
enfermedad severa, siendo el 55,6% de los pacientes del grupo control y el 60% de los

pacientes del grupo DOX (Figura 6).
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Figura 6. Distribucion de los pacientes de ambos grupos segun estadio.

Los resultados se expresan como %.

Parametros periodontales
Se compararon ambos grupos DOX y control respecto a las variables clinicas

periodontales a nivel basal (Tabla 15).

Tabla 15. Parametros periodontales a nivel basal (t0) segtin grupo DOX vs grupo control.

PARAMETROS GRUPO
PERIODONTALES

Total Control DOX p-valor
N 70 45 25

PS (mm) 3,32+0,76 3,06+0,69 3,78+0,66 <0,001

PIC (mm) 3,5040,76 3,23+0,69 4,00£0,63 <0,001

n2 sitios PS >mm 53,2431,8 43,9+29,4 69,8+29,5 0,001
n2 sitios PS >mm 12,7+14,0 8,58+10,9 20,1+16,1 0,003
% sitios PS >4mm 36,8+22,1 30,0+20,6 49,2+19,4 <0,001
% sitios PS 1-3mm 63,2122,1 70,0+20,6 50,8+19,4 <0,001
% sitios PS 4-5mm 27,7414,7 23,9+14,6 34,5+12,3 0,003
% sitios PS 26mm 9,13%9,97 6,09+8,23 14,6%10,6 0,001
IP 0,75+0,75 0,69+0,70 0,86+0,82 0,365

BOP (%) 30,9+23,4 25,9+19,4 40,1+27,5 0,014

Los datos se muestran como media + desviacién estandar y se analizaron mediante un test t-Student de
muestras independientes. P-valor < 0,05 indica diferencias significativas entre los grupos.
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De forma generalizada, la situacion periodontal es significativamente peor en los
pacientes del grupo DOX, tanto en las variables dependientes del sondaje como en el

indice BOP.

Pardmetros inflamatorios
Se compard a ambos grupos DOX y control respecto a las variables inflamatorias

medidas en suero a nivel basal (Tabla 16).

Tabla 16. Parametros inflamatorios a nivel basal (t0) segun grupos DOX vs grupo

control.

PARAMETROS GRUPO
INFLAMATORIOS

Total Control DOX p-valor
N 70 45 25
PCRus (mg/dL) 0,29+0,30 0,30+0,34 0,27+0,21 0,642
fib (mg/dL) 351,7476,2 345,2+78,2 363,3172,7 0,397

Los datos se muestran como media + desviacién estandar y se analizaron mediante un test t-Student de
muestras independientes. P-valor < 0,05 indica diferencias significativas entre los grupos.

Pardmetros de estrés oxidativo
Se compard a ambos grupos DOX y control respecto a las variables de estrés oxidativo

estudiadas a nivel basal (Tabla 17).

Tabla 17. Paradmetros de estrés oxidativo a nivel basal (t0) segun grupo grupo DOX vs

grupo control.

ESTRES OXIDATIVO GRUPO
Total Control DOX p-valor
N 31 16 15
MDA (pumol/L) 0,7210,23 0,7310,21 0,72+0,26 0,770
8-OHdG (ug/g) 9,97+6,37 10,248,54 9,74+2,93 0,711

Los datos se muestran como media + desviacidon estandar y se analizaron mediante un test de Mann-
Whitney. P-valor < 0,05 indica diferencias significativas entre los grupos.
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Respecto a las variables bioquimicas (pardmetros inflamatorios y de estrés oxidativo),

no se observaron diferencias significativas entre los grupos DOX y control a nivel basal

(Tablas 16y 17).

6.2.2 Respuesta al tratamiento periodontal seqgun grupo, DOX vs grupo control

Se analizaron los cambios en los parametros periodontales, inflamatorios y de estrés

oxidativo tras el tratamiento periodontal no quirdrgico comparando el grupo DOX y el

grupo control.

Tabla 18. Pardmetros periodontales en t0, t1 y diferencia t1-t0 segun grupo DOX vs grupo

control.
PARAMETROS p-valor  p-valor T1-TO
PERIODONTALES GRUPO TO T1 Dif. T1-TO T1-TO entre grupos
PS (mm) Control 3,06+0,69 2,94+0,56 -0,13+0,43 0,048
DOX 3,78+0,66 3,41+0,68 -0,35+0,46 0,001 0,048
PIC (mm) Control 3,23+0,69 3,10+0,57 -0,13+0,42 0,046
DOX 4,00£0,63 3,66+0,68 -0,33£0,48 0,003 0,083
n? sitios PS 24mm  Control 43,94+29,4 38,0+24,2 -5,9+14,5 0,003
DOX 69,8+29,5 56,8+29,1 -11,8+12,8 <0,001 0134
n? sitios PS 26mm  Control 8,58+10,9 5,11+7,98 -3,47+5,95 <0,001
DOX 20,1+16,1 12,0+10,3 -6,79+9,48 0,002 0,078
% sitios PS 24mm  Control 30,0+20,6 26,1+18,4 -3,9049,02 0,006
DOX 49,2+19,4 40,8+20,1 -7,6849,22 <0,001 0,105
% sitios PS 1-3mm  Control 70,0£20,6 72,1+20,5 2,08+14,9 0,285
DOX 50,8+19,4 56,2+22,0 4,65+18,1 0,220 0,590
% sitios PS 4-5mm  Control 23,9+14,6 22,1+14,7 -1,84+9,24 0,188
DOX 34,5+12,3 31,3+13,7 -3,41+7,25 0,031 0475
% sitios PS 26mm  Control 6,0918,23 3,92+6,17 -2,17+4,75 0,004
DOX 14,6+10,6 9,5748,43 -4,22+6,11 0,003 0127
IP Control 0,69+0,70 0,87+0,80 0,18+0,87 0,179
DOX 0,86+0,82 0,96+0,76 0,10+1,11 0,670 0,745
BOP (%) Control 25,9+19,4 19,0£18,2 -6,85+18,9 0,018 0.935
DOX 40,1427,5  31,2422,4  -6,35#32,2 0,343 I

Los datos se muestran como media * desviacidn estdndar. P-valor<0,05 indica diferencias significativas
cuando se comparan T1-TO mediante una t-Student de muestras relacionadas dentro de cada grupo.
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Parametros periodontales

Se observé una mejoria después del tratamiento periodontal no quirdrgico en ambos
grupos, DOX y control; en estos se redujo de forma significativa la PS, PIC, el nimero y
porcentaje de sitios con bolsas periodontales 24 mm y 26 mm. Ademas, en el grupo DOX
se observé una reduccidn significativa del porcentaje de sitios con bolsas moderadas de

4-5 mm y en el grupo control una reduccién del indice BOP (Tabla 18).

Tras comparar el cambio producido en los pardmetros periodontales entre ambos
grupos, Unicamente se observé una diferencia significativa (p=0,048) en el cambio
producido en la PS, observdandose una mayor reduccion en el grupo DOX, como

consecuencia del efecto de la doxiciclina topica en las bolsas periodontales.

A continuacidn, se muestra la Figura 7, en la cual se compara el cambio obtenido en cada
uno de los parametros periodontales entre ambos grupos de tratamiento periodontal,
DOX y control. En el grupo DOX, se observd una mayor mejoria de los parametros
periodontales que en el grupo sometido Unicamente a tratamiento mecdnico o grupo
control. Sin embargo, si se evidencié una diferencia significativa entre ambos grupos en
el cambio producido en la PS media y una tendencia a la significaciéon entre ambos

grupos en el cambio producido en la PIC y en el nUmero de sitios con PS 26 mm.

Tabla 19. Pardmetros inflamatorios en t0, t1 y diferencia t1-t0 segun grupo DOX vs

grupo control.

PARAMETROS . p-valor  p-valor T1-TO
GRUPO TO T1 Dif. T1-TO
INFLAMATORIOS T1-TO entre grupos
PCRus (mg/dL) Control 0,30+0,34 0,26+0,32 -0,04+0,34 0,465
0,718

DOX 0,27+0,21 0,21+0,18 -0,06+0,17 0,074

fib (mg/dL) Control  345,2%78,2 339,2468,1 -6,09+59,7 0,497
0,370
DOX 359,3+71,5 343,5+71,1 -15,9+30,4 0,018

Los datos se muestran como media + desviacion estdndar. P-valor < 0,05 indica diferencias significativas
cuando se comparan T1-TO mediante una t-Student de muestras relacionadas dentro de cada grupo. Los
cambios obtenidos en cada variable fueron comparados entre los grupos mediante una t-Student de
muestras independientes.
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Estudio sobre la relacion entre la enfermedad periodontal
y los niveles de marcadores inflamatorios y prooxidantes
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Figura 7. Cambio (diferencia t1-t0) de los pardmetros periodontales a los tres meses del

tratamiento periodontal en el grupo DOX vs grupo control.

Los resultados se expresan como media * error estandar. P-valor <0,05 indica diferencias significativas
cuando los grupos fueron comparados mediante una t-Student de muestras independientes.
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Pardametros inflamatorios

Unicamente se observé una reduccién estadisticamente significativa en los niveles de
fibrindgeno en suero en el grupo tratado con doxiciclina topica (p=0,018), segun se
muestra en la Tabla 19. Igualmente, se observd en dicho grupo DOX una tendencia a la
significacidon estadistica en el cambio producido en los niveles de PCRus (p=0,074). Sin
embargo, en el grupo de tratamiento sin la aplicacion de doxiciclina tépica no se
observaron cambios significativos en dichos parametros inflamatorios. Al comparar el
cambio producido en ambos parametros inflamatorios entre ambos grupos DOX y
control, tampoco se observaron diferencias significavas entre ellos (Figura 8). No
obstante, la doxiciclina tépica aplicada en el grupo DOX estd demostrando ser

beneficiosa en la reduccidn de los niveles séricos de fibrindgeno.
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Figura 8. Cambio (diferencia t1-t0) de los pardmetros inflamatorios a los tres meses del

tratamiento periodontal en el grupo DOX vs grupo control.

Los resultados se expresan como media + error estandar. P-valor<0,05 indica diferencias significativas
cuando los grupos fueron comparados mediante una t-Student de muestras independientes.

Tabla 20. Parametros de estrés oxidativo en t0, t1 y diferencia t1-t0 segun grupo DOX vs

grupo control.

ESTRES p-valor  p-valor T1-T0
GRUPO TO T1 Dif. T1-TO
OXIDATIVO T1-TO entre grupos
MDA (umol/L) Control 0,73+0,21 1,30+1,69 0,56+1,67 0,287
0,720
DOX 0,72+0,26 0,91+0,47 0,17+0,49 0,245
80HdG (ug/g) Control 10,248,54 9,22+3,95 0,59+5,75 0,909
0,462

DOX 9,74+2,93 9,64+7,18 -0,2147,28 0,305

Los datos se muestran como media * desviacidn estdndar. P-valor<0,05 indica diferencias significativas
cuando se comparan T1-TO mediante una t-Student de muestras relacionadas dentro de cada grupo. Los
cambios obtenidos en cada variable fueron comparados entre los grupos mediante una t-Student de
muestras independientes.
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Pardametros de estrés oxidativo

No se observaron cambios significativos en cuanto a los parametros prooxidantes MDA
y 8-OHdG después del tratamiento periodontal no quirdrgico en ninguno de los grupos
(Tabla 20). Tampoco se observaron diferencias en cuanto al cambio (T1-TO) de ambos

parametros al comparar entre los grupos DOX y control (Figura 9).
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Figura 9. Cambio (diferencia t1-t0) de los pardmetros prooxidantes a los tres meses del

tratamiento periodontal en el grupo DOX vs grupo control.

Los resultados se expresan como media + error estandar. P-valor<0,05 indica diferencias significativas
cuando los grupos fueron comparados mediante una t-Student de muestras independientes.

6.2.3 Respuesta al tratamiento segun estadio de enfermedad periodontal en el grupo

control

Parametros periodontales
En este apartado se comparan los grupos segun estadio de EP sin la influencia de la
doxiciclina, donde se describen los cambios de pardmetros periodontales, inflamatorios

y de estrés oxidativo de TO a T1 segmentando por nivel de gravedad.

En relacidon con el grupo control, en el apartado anterior se describe cémo han sido los
cambios de los parametros de TO a T1 en el total del grupo control. Ahora se divide dicho
grupo por estadios para valorar si los cambios han sido similares e independientes del
nivel de gravedad de la PS. Al dividir al grupo de pacientes sometidos a tratamiento
periodontal sin la aplicacién de doxiciclina por estadios, Unicamente se observaron
diferencias significativas en el cambio producido en el numero (p=0,002) y porcentaje
de sitios (p=0,003) con PS 26 mm entre los grupos (Tabla 21). Dicho pardmetro

periodontal es el que determina estadios mas avanzados, y es el que mas cambia tras el
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tratamiento debido a la reduccién de las bolsas. Ademds, Unicamente se observaron

cambios significativos después del tratamiento periodontal en los parametros

periodontales de aquellos pacientes con una EP moderada severa (estadio lll y V).

Tabla 21. Pardmetros periodontales en t0, t1 y diferencia t1-t0 segun estadio, grupo

control.
PARAMETROS p-valor p-valor T1-TO
PERIODONTALES Estadio TO T1 Dif. T1-TO T1-TO entre grupos
PS (mm) 1 (n=2) 2,52+0,6 2,35+0,1 -0,1710,06 0,147
Il (n=10) 2,68+0,4 2,730,5 0,05+0,42 0,744 0210
Ill(n=25) 3,05+0,6 2,92+0,5 -0,13+0,43 0,016 ’
IV (n=8) 3,73%0,7 3,40+0,6 -0,34+0,44 0,042
PIC (mm) | 2,68+0,2 2,5210,1 -0,16+0,03 0,079

Il 2,82+0,38 2,85+0,4 0,03+0,41 0,834 0,242
Il 3,20%0,63 3,08+0,5 -0,13+0,43 0,017
\Y 9,94+0,74 3,61+0,7 -0,33+0,44 0,063

n? sitios PS 24mm | 20,0+15,6 15,516,4 -4,519,2 0,614
Il 31,2+23,6 22,7%¥12,9 -8,5+18,3 0,176 0,919
] 48,3+30,3 41,2+24,4 -7,1+£12,6 0,011
\Y 56,1+25,7 52,8+25,8 -3,4+14,9 0,541

n? sitios PS 26mm | 0 0 0 -
Il 0,610,7 0,8+0,9 0,20+1,2 0,619 0.002
] 10,7£12,2 5,7%8,5 -5,016,5 <0,001 ’
\Y 14,0+8,9 9,619,9 -4,416,4 0,095

% sitios PS 24mm | 3,11+3,5 5,06+2,4 1,96+1,01 0,223
Il 19,2£15,1 14,048,1 -5,2+11,5 0,191 0,408
] 31,4+19,4 26,6%16,3 -4,8+8,4 0,009
\Y 45,8+20,5 44,8+19,8 -0,918,5 0,766

% sitios PS 1-3mm | 96,9+3,5 94,9+2,4 -1,954£1,01 0,223
Il 80,4+15,1 77,8+25,2 -3,04£28,1 0,741 0,238
] 67,7+19,3 73,3%16,6 5,6+7,6 0,003
\Y 54,2+20,5 55,2+19,8 0,9+8,5 0,763

% sitios PS 4-5mm | 3,10+3,5 4,42+2,5 1,31+0,98 0,309
Il 18,8£15,3 13,548,1 -5,6+11,5 0,178 0,380
] 24,8+13,1 22,2+12,4 -2,618,0 0,122
\Y 32,9+14,1 36,8+17,6 3,949,5 0,286

% sitios PS 26mm | 0 0 0 -
Il 0,37+0,43 0,49+0,55 0,12+0,7 0,621 0,003
] 6,6218,16 4,16%6,06 -2,5%4,9 0,019
\Y 13,149,07 8,27+8,47 -4,816,4 0,018

Los datos se muestran como media * desviacidn estdndar. P-valor<0,05 indica diferencias significativas
cuando se comparan T1-TO mediante una prueba de muestras relacionadas dentro de cada grupo.

84



Tabla 21 (cont). Parametros periodontales en t0, t1 y diferencia t1-t0 segun estadio,

grupo control.

PARAMETROS p-valor p-valor T1-TO
PERIODONTALES Estadio TO T1 Dif. T1-TO T1-TO entre grupos
P 0,28+0,17 2,10+0,99 1,8+0,8 0,196

Il 0,71+0,89 0,48+0,60 -0,2310,60 0,256 0,103
] 0,74+0,71 0,87+0,73 0,14+0,7 0,326
\Y 0,64+0,56 1,03+0,98 0,39+1,2 0,397

BOP (%) | 22,5+10,6 15,610,8 -6,949,8 0,500
Il 2,8+£20,6 11,8+£10,6 -11,0+£20,8 0,128
] 26,3+17,6 19,2+15,6 -7,1+10,3 0,002 0537
\Y 29,1+26,5 28,3+30,4 -0,78+34,8 0,951

Los datos se muestran como media + desviacion estdndar. P-valor < 0,05 indica diferencias significativas
cuando se comparan T1-TO mediante una prueba de muestras relacionadas dentro de cada grupo.

Los cambios obtenidos en cada variable fueron comparados entre los grupos mediante
un test ANOVA de muestras independientes. Los cambios observados en la Tabla 21 son
similares a los que presenta el grupo control y muestran en la Tabla 18, por lo tanto, los
cambios estan en funcion del nivel de gravedad. En el grupo de estadio Ill donde se
observan mas cambios, probablemente debido a que el tamafio muestral de este grupo
es mayor que en el resto. El resultado es consistente, ya que cuanto mayor es la
gravedad de la enfermedad (se tiene un mayor porcentaje de bolsas 26 mm), tanto
mayor es la disminucion del porcentaje de TO-T1 (p= 0,019 en estadio Il y p= 0,018 en

estadio IV).

A continuacién, se muestra una figura en la cual se compara el cambio obtenido en cada

uno de los pardmetros periodontales segun estadios (Figura 10).
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Figura 10. Cambio (diferencia t1-t0) de los pardmetros periodontales a los tres meses

del tratamiento periodontal por estadio, grupo control.

Los resultados se expresan como media + error estdndar. P-valor<0,05 indica diferencias significativas
cuando los grupos fueron comparados mediante una ANOVA de muestras independientes.
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Tabla 22. Pardmetros inflamatorios en t0, t1 y diferencia t1-t0 segtn estadio grupo

control.
p-valor T1-
PARAMETROS p-valor TO entre
INFLAMATORIOS  GRUPO TO T1 Dif. T1-TO T1-TO grupos
PCRus (mg/dL) 1(n=2) 0,310,14 0,45+0,1 0,015+0,01 0,205
Il (n=10) 0,20+0,15 0,21+0,21 0,013+0,11 0,725
Ill(n=25) 0,2510,27 0,28+0,34 0,02940,35 0,682 0071
IV (n=8) 0,66+0,49 0,34+0,38 -0,3210,41 0,050
fib (mg/dL) I (n=2) 322,5+54,4 334,0+28,3 11,5%26,2 0,646
Il (n=10) 324,1+64,3 336,7+65,5 12,6+47,4 0,423
0,034

I1(n=25) 336,4+75,3 338,8+73,7 2,4+58,6 0,840
IV (n=8) 404,9+89,9 344,5+69,8 -60,4+58,4 0,022

Los datos se muestran como media + desviacion estdndar. P-valor < 0,05 indica diferencias significativas
cuando se comparan T1-TO mediante una prueba de muestras relacionadas dentro de cada grupo. Los
cambios obtenidos en cada variable fueron comparados entre los grupos mediante un test ANOVA de
muestras independientes.

Pardametros inflamatorios

Al dividir al grupo control por estadios, se observd Unicamente una reduccion
significativa en los niveles séricos de PCRus y fibrindgeno después del tratamiento
periodontal no quirdrgico en los pacientes con estadio IV. No se apreciaron cambios de
dichos pardmetros en estadios mas leves de EP (Tabla 22). En la Figura 11 se muestra el

cambio producido en los pardmetros inflamatorios después del tratamiento periodontal

segun el estadio de gravedad.
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Figura 11. Cambio (diferencia t1-t0) de los parametros inflamatorios a los tres meses del

tratamiento periodontal por estadio, grupo control.

Los resultados se expresan como media + error estandar. P-valor<0,05 indica diferencias significativas
cuando los grupos fueron comparados mediante una ANOVA de muestras independientes.
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Tabla 23. Pardmetros de estrés oxidativo en t0, t1 y diferencia t1-t0 segun estadio,
grupo control.

ESTRES p-valor  p-valor T1-TO
OXIDATIVO GRUPO TO Tl Dif. T1-TO T1-TO entre grupos

MDA (umol/L) | (n=0) - - - -
Il (n=2) 0,6510,21 1,30+0,14 0,65+0,07 0,049

0,774
I1(n=6) 0,77+0,22 1,67+2,5 0,90+2,52 0,421
IV(n=5) 0,74+0,23 0,86+0,30 0,12+0,23 0,305
80HdG (ug/g) 1(n=0) - - - -
I (n=2) 14,7+1,2 10,7+3,9 -4,045,1 0,467
0,259
I1(n=6) 7,32+4,2 7,12+3,39 -0,2+5,7 0,935
IV(n=4) 7,58+2,01 11,7+3,85 4,145,2 0,212

Los datos se muestran como media + desviacion estdndar. P-valor < 0,05 indica diferencias significativas
cuando se comparan T1-TO mediante una prueba de muestras relacionadas dentro de cada grupo. Los
cambios obtenidos en cada variable fueron comparados entre los grupos mediante un test ANOVA de
muestras independientes.

Pardmetros prooxidantes

Al igual que se ha ido observando a lo largo del andlisis de resultados, se reporté un
ligero aumento de los niveles séricos de MDA después del tratamiento periodontal,
aunqgue dicho aumento no llega a ser estadisticamente significativo. No obstante, al
analizar por estadio de EP se observd un cambio significativo en los pacientes con
estadio Il (p=0,049), pero dicha significacién no tiene ninguna potencia estadistica
debido a que el analisis sélo se obtuvo de dos pacientes con estadio Il. Este ligero
aumento observado en los niveles de MDA en suero después del tratamiento
periodontal podria ser debido al desencadenamiento de un proceso inflamatorio como
consecuencia del trauma operatorio tras realizar el desbridamiento periodontal (Tabla
23). Por otro lado, los niveles en orina de 8-OHdG por lo general, muestran un ligero
descenso después del tratamiento periodontal, aunque dicho cambio no resulta ser
estadisticamente significativo. La ambigliedad obtenida en los parametros de estrés
oxidativo es debido al reducido tamafio muestral en el cual se ha realizado el andlisis de

dichos pardmetros.
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En la siguiente figura se muestra el cambio producido en los parametros de estrés

oxidativo en cada grupo segun estadio (Figura 12).
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Figura 12. Cambio (diferencia t1-t0) de los pardmetros de estrés oxidativo a los tres

meses del tratamiento periodontal por estadios, grupo control.

Los resultados se expresan como media + error estandar. P-valor<0,05 indica diferencias significativas
cuando los grupos fueron comparados mediante una ANOVA de muestras independientes.

M

6.2.4 Correlaciones después del tratamiento periodontal no quirurgico

En este apartado se analizaron las correlaciones con las variables periodontales,
inflamatorias y de estrés oxidativo después de los tres meses del tratamiento
periodontal (T1) en el total de la poblacidn, asi como segmentando a la poblacién de los

grupos DOX y control.

Parametros periodontales

Al correlacionar las variables de los tres meses postratamiento (T1) en el total de la
poblacién se observd una correlacion positiva de los niveles séricos de PCRus y de
fibrindgeno con la PS, PIC, nimero y porcentaje de sitios con PS 24 mm vy con el
porcentaje de sitios con PS 4-5 mm, y una correlacidn negativa con el porcentaje de
sitios con PS 1-3 mm. Ademas, los niveles de PCRus también se correlacionaron
positivamente con el porcentaje de sitios con PS 26 mmy con el IP. A los tres meses del
tratamiento periodontal, ademas también se observéd una fuerte tendencia a la
significacidn en la correlacion entre los niveles de 8-OHdG y el indice BOP siendo r=0,322

y p=0,055 (Tabla 24).
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Tabla 24. Correlacion de los parametros periodontales con los pardmetros inflamatorios

y prooxidantes postratamiento (t1) en la poblacidn total.

POSTRATAMIENTO (T1) PCRus fib MDA 8-OHdG

r p r p r p r p

PS 0,278 0,010 0,217 0,037 0,035 0431 -0,199 0,165

PIC 0,304 0,006 0,215 0,038 0,011 0477 -0,117 0,285

N¢ sitios con PS24mm 0,213 0,040 0,214 0,039 0,074 0357 -0,136 0,255
N¢ sitios con PS26mm 0,159 0,097 0,133 0,138 -0,113 0,287 -0,169 0,205
% sitios con PS24mm 0,271 0,012 0,238 0,024 -0,002 0,496 -0,109 0,298
% sitios con PS 1-3mm  -0,290 0,008 -0,225 0,032 -0,038 0,426 -0,119 0,281
% sitios con PS4-5mm 0,240 0,024 0,207 0,044 0,113 0,287 -0,098 0,318
% sitios con PS26mm 0,210 0,041 0,180 0,070 -0,092 0,324 -0,101 0,312
IP 0,211 0,041 0,050 0,341 0,078 0,349 0,276 0,086

BOP 0,014 0,455 0,034 0,391 0,056 0,391 0,322 0,055

Se muestra el coeficiente de correlacion de Spearman (r). P-valor<0,05 indica correlacién
estadisticamente significativa.

Pardmetros inflamatorios y de estrés oxidativo

Al igual que se ha realizado en la primera parte de resultados, después del tratamiento
(T1) también se correlacionaron los parametros inflamatorios con los parametros de
estrés oxidativo y también se observd uUnicamente una correlacidon positiva
estadisticamente significativa entre los niveles séricos de PCRus y de fibrindgeno.
Ademads, a los tres meses del tratamiento periodontal también se observé una fuerte
tendencia a la significacidon estadistica en la correlacién entre los niveles séricos de

fibrindgeno y de MDA, siendo la r=0,300 y la p=0,064 (Tabla 25).

Tabla 25. Correlacion entre parametros inflamatorios y prooxidantes postratamiento

periodontal (t1) en la poblacion total.

POSTRATAMIENTO (T1) PCRus fib MDA 8-OHdG

PCRus
Fib 0,681 <0,001
MDA 0,154 0,221 0,300 0,064
8-OHdG 0,257 0,103 -0,66 0,374 0,170 0,204

Se muestra el coeficiente de correlacion de Spearman (r). P-valor <0,05 indica correlacién
estadisticamente significativa.
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A continuacion, como existe el factor de confusion doxiciclina, se repitieron los analisis
de correlacion entre los parametros periodontales, inflamatorios y de estrés oxidativo a
los 3 meses del tratamiento periodontal segmentando a la poblacién segun grupos DOX

y control (Tablas 26 y 27).

Tabla 26. Correlacion de los parametros periodontales con los pardmetros inflamatorios

y prooxidantes postratamiento periodontal (t1) seqgun grupo DOX vs grupo control.

POSTRATAMIENTO

PCRus fib MDA 8-OHdG
(T1)
r p r p r p r p
Control 0,258 0,044 0,230 0,064 0,201 0,255 0,100 0,379
PS
DOX 0,445 0,015 0,317 0,066 -0,068 0,409 -0,280 0,166
Control 0,264 0,040 0,233 0,062 0,204 0,252 0,130 0,344
PIC
DOX 0,500 0,006 0,322 0,063 -0,111 0,352 -0,176 0,274
Control 0,267 0,038 0,279 0,032 0,156 0,306 0,158 0,312
N2 sitios PS24mm
DOX 0,076 0,362 0,063 0,384 -0,048 0,435 -0,243 0,202
Control 0,159 0,148 0,106 0,245 -0,189 0,269 -0,031 0,462
N2 sitios PS>26mm
DOX 0,035 0,436 0,200 0,175 0,135 0,323 -0,309 0,142
Control 0,312 0,018 0,295 0,025 0,048 0,438 0,193 0,274
% sitios PS=24mm
DOX 0,186 0,192 0,169 0,215 -0,132 0,327 -0,260 0,185
Control -0,390 0,004 -0,331 0,013 -0,232 0,223 -0,487 0,054
% sitios PS 1-3mm
DOX -0,023 0,457 -0,222 0,459 0,292 0,155 0,150 0,305
Control 0,278 0,032 0,268 0,037 0,105 0,367 0,123 0,352
% sitios PS 4-5mm
DOX 0,099 0,322 0,097 0,327 -0,058 0,422 -0,268 0,177
Control 0,198 0,096 0,161 0,146 -0,101 0,372 0,070 0,414
% sitios PS26mm
DOX 0,207 0,166 0,283 0,090 0,047 0,437 -0,172 0,279
Control 0,202 0,092 0,128 0,200 0,197 0,260 0,388 0,107
IP
DOX 0,227 0,144 -0,159 0,229 -0,055 0,426 0,309 0,141
Control 0,043 0,389 0,067 0,330 0,009 0,489 0,372 0,117
BOP
DOX 0,027 0,449 -0,059 0,392 0,058 0,422 0,563 0,018

Se muestra el coeficiente de correlaciéon de Spearman (r). P-valor <0,05 indica correlacién
estadisticamente significativa.
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Al analizar las correlaciones segmentando a la poblacidn seguin grupos DOX y control, se
observd una correlacion positiva de los niveles de PCRus con PS y PIC en ambos grupos.
Ademas, en el grupo control se observd también correlacidn positiva de los niveles
séricos de PCRus vy fibrindgeno con el nimero y porcentaje de sitios con PS 24 mm, con
el porcentaje de sitios con PS 4-5 mm y una correlacidon negativa con el porcentaje de
sitios con PS 1-3mm, al igual que en la muestra total, y no se observan dichas
correlaciones en el grupo DOX, probablemente debido a que el tamano muestral del
grupo control es mayor (n=45) que en el grupo DOX (n=24). Por otro lado, se observd
una correlacién entre los niveles de 8-OHdG en orina y el indice BOP (r=0,563; p=0,018)
en el grupo de pacientes con doxiciclina. Dicho hallazgo significa que a mayor indice de
sangrado postratamiento periodontal, es decir, a mayor inflamacién periodontal,

mayores niveles del marcador prooxidante 8-OHdG en orina.

Igualmente, se analizaron las correlaciones entre los parametros inflamatorios y de
estrés oxidativo a los 3 meses del tratamiento, segmentando a la poblacidn segun

grupos DOX y control (Tabla 26).

Tabla 27. Correlacion entre parametros inflamatorios y prooxidantes postratamiento

periodontal (t1) seqgun grupo DOX vs grupo control.

POSTRATAMIENTO
(T1)

PCRus fib MDA 8-OHdG

PCRus Control
DOX
Fib Control 0,766 <0,001
DOX 0,514 0,005
MDA Control 0,524 0,033 0,461 0,056
DOX  -0,288 0,159 0,163 0,289
8-OHdG Control 0,368 0,119 0,207 0,260 0,257 0,210
DOX 0,108 0,357 -0,308 0,142 0,188 0,260

Se muestra el coeficiente de correlaciéon de Spearman (r). P-valor <0,05 indica correlacidn
estadisticamente significativa.
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Al analizar las correlaciones entre los parametros inflamatorios y de estrés oxidativo en
cada grupo, se observd una correlacidn significativa entre los niveles séricos de PCRus y
fibrinégeno tanto en el grupo DOX como en el grupo control, al igual que en la muestra
total. Sin embargo, ademas se observé una nueva correlacidn significativa entre los
niveles séricos de PCRus y MDA en el grupo control (r=0,524; p=0,033) y una fuerte
tendencia a la significacién estadistica en la correlacion de MDA con los niveles de

fibrinégeno (r=0,461; p=0,056) (Tabla 27).

Dado que tres meses después del tratamiento periodontal los niveles séricos de PCRus
fueron los que mas se correlacionaron con los parametros periodontales, para
identificar cudles de estas variables periodontales explicaban la correlacién existente
entre el estado periodontal clinico postratamiento y los niveles de PCRus se realizd un

analisis de regresion lineal multivariante.

6.2.5 Regresion lineal multivariante con variables postratamiento

Se realizd un analisis de regresion lineal multivariante con los niveles de PCRus como
variable dependiente y como variables independientes todas aquellas variables del
estudio con las que se correlaciond (PS, PIC, nimero de sitios con PS 24 mm, % de sitios
con PS 24 mm, % sitios con PS 1-3 mm, % sitios con PS 4-5 mm, % sitios con PS 26 mm,
IP, fibrinégeno y MDA), utilizando el método por pasos (stepwise method), para detectar

el minimo conjunto de ellas que explica la maxima variabilidad de la PCRus (Tabla 28).
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Tabla 28. Modelo de regresion multivariante de la variable postratamiento para PCRus.

Variables Variables Coeficientes no Coeficientes
p-valor
dependientes independientes estandarizados estandarizados
B ET B
PCRus (T1) fibrinégeno (T1) 0,002 0,001 0,555 0,002
IP(T1) 0,109 0,052 0,330 0,047
R cuadrado-corregida 0,352
R 0,634
p 0,002

En este modelo de regresion multivariante se observé que el fibrinégeno (B= 0,555) y el

IP (B= 0,330) se asociaban independientemente con los niveles séricos de PCRus en T1,

explicando asi el 35% de la variable dependiente. La variable IP, fue la Unica variable

periodontal incorporada al modelo como significativa (p=0,047). No obstante, no tiene

mucha importancia clinica, puesto que el IP no es una variable dependiente del sondaje

sino mas bien depende del habito de higiene bucal del paciente.
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Resumen de resultados referente al estudio experimental:

1. Respuesta al tratamiento periodontal no quirdrgico en pacientes del grupo DOX vs

pacientes del grupo control

o Respecto a los parametros periodontales, se observd una mejoria después del
tratamiento periodontal no quirurgico en ambos grupos DOX y control y una
diferencia significativa en el cambio producido en la PS, en el grupo DOX.

o Respecto a los parametros inflamatorios, se observd una reduccién
estadisticamente significativa en los niveles de fibrindgeno y una tendencia a la
significacidn estadistica en el cambio producido en los niveles de PCRus en suero
en el grupo DOX.

o Respecto a los pardmetros prooxidantes, no se observaron cambios
significativos en los niveles de MDA y 8-OHdG después del tratamiento

periodontal no quirdrgico en ninguno de los grupos.

2. Respuesta al tratamiento periodontal no quirurgico segun estadios en el grupo control

o Respecto a los parametros periodontales, se observaron diferencias
significativas en el cambio producido en el nimero y porcentaje de sitios con PS
>6 mm entre los grupos por estadios lll y IV.

o Respecto a los parametros inflamatorios, al dividir al grupo control por estadios,
se observa una reduccion significativa en los niveles séricos de PCRus y
fibrindgeno en los pacientes con estadio IV.

o Respecto a los parametros prooxidantes, los niveles en orina de 8-OHdG por lo
general, mostraron un ligero descenso, no significativo, después del tratamiento

periodontal.
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3. Correlaciones después del tratamiento periodontal no quirurgico

o Respecto a los pardmetros inflamatorios, se observd una correlaciéon
significativa de los niveles séricos de PCRus y de fibrindgeno en relacién con las
diferentes variables dependientes del sondaje y los niveles de PCRus se
correlacionaron significativamente con el porcentaje de sitios con PS 26 mm y
con el IP.

o Tanto en el grupo DOX como en el control, se observd una correlacion
significativa de los niveles de PCRus con PSy PIC.

o Respecto a los pardmetros prooxidantes, se observd una fuerte tendencia a la
significacion en la correlacion entre los niveles de 8-OHdG y el indice BOP,
cuando consideramos la poblacién total, mientras que, una correlaciéon es
significativa en el grupo DOX cuando se comparan los grupos DOX y control.

o Se observo una fuerte tendencia a la significacion estadistica en la correlacidon

entre los niveles séricos de fibrindgeno y de MDA.

4. Regresion lineal multivariante con variables postratamiento

o Elfibrinégeno se asocia independientemente con los niveles séricos de PCRus.
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Estudio sobre la relacion entre la enfermedad periodontal
y los niveles de marcadores inflamatorios y prooxidantes

7. DISCUSION
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7.1 ASOCIACION ENTRE LA ENFERMEDAD PERIODONTAL Y LA
INFLAMACION SISTEMICA

La relacion entre las infecciones orales y ciertas alteraciones sistémicas ha sido
mencionada a lo largo de la historia por autores como Benjamin Rush en el siglo XVII%,
por William Hunter®® en el afio 1910, por Sanz y cols. (1989)%° y més recientemente, por
Steven Offenbacher (1986)%°, quien propuso el nacimiento de la ya mencionada
“medicina periodontal”.

La asociacién entre la EP y la inflamacién sistémica ha sido y sigue siendo en este
momento objeto de controversia, sobre todo como factor de riesgo cardiovascular.
Existen publicaciones como las de Matthews y cols. (2007)?!¢, que ponen de manifiesto
dicha asociacién'®. Por lo tanto; la EP, los niveles de homocisteina, de fibrindgeno, la
elevacién de los niveles de PAI-1 o de PCRus pasan a formar parte de los llamados
factores de riesgo cardiovascular emergentes!’>17>, Los denominados criterios de

164 como la edad, el tabaquismo, las dislipemias, diabetes y la hipertension

Framingham
arterial, han resultado claramente insuficientes como predictores, ya que hasta el 20%
de los eventos coronarios no guardan relacion con los mencionados factores de riesgo
cldsicos, como ponen de manifiesto los estudios de Szwed y cols. (2021)?Y7, Hamzay cols.
(2021)%8. Asimismo, hay pacientes con multiples factores que no desarrollaran nunca la

enfermedad?61164,

Es precisamente en estos grupos de riesgo intermedio en los que incorporar la
determinacién de la PCRus puede ser de gran utilidad en la mejora de la prediccion, tal
y como indican los trabajos de Preethi y cols. (2019)%%°, Chia y cols. (2020)?%. Esto es
porque la PCRus representa una medicion indirecta de la funcién endotelial!16136-138
cuya alteracién, denominada disfuncién endotelial, estd considerada como la etapa
inicial del proceso arterioscleroético, tal y como apreciaron los resultados experimentales

obtenidos por Balamir y cols. (2018)?2%, Maio y cols. (2021)?22,
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Los primeros articulos publicados a tal efecto por Saikku y cols. (1988)!*¢, ya vinculaban
las infecciones bacterianas con las coronariopatias. La EP aparece relacionada, en
multiples trabajos, con los procesos arterioscleroéticos, los cuales muestran un aumento
en los niveles plasmaticos de marcadores y citocinas proinflamatorias como TNFa, IL-1,
IL-6, PCR22118,129-13L173,175 y fibrindgenol’®181, Por otra parte, aparecen estudios donde
se relaciona la aparicidén de bacteriemias tras el raspado y alisado radicular, extracciones

dentales o el cepillado!!9129,

En esta misma linea, estudios previos anatomopatoldgicos y arteriograficos de lesiones
ateromatosas evidenciaron la presencia en las mismas de patdgenos periodontales, que

121-124 y que las formas severas se asocian a

llegan incluso a penetrar la capa muscular
lesiones arteriales mas extensas, dada la capacidad que poseen las VLDL, dado que
aumentan sus niveles, con objeto de neutralizar los LPS bacterianos y con ellas el

125,155

incremento de la capacidad proaterogénica del plasma . Igualmente, la elevacién

de los anticuerpos circulantes frente a patégenos periodontales se ha asociado con un

126 'y |a carga bacteriana ha sido relacionada

riesgo aumentado de infarto de miocardio
con el aumento ecografico del espesor de la pared adrtical?”'28, mostrando, de esta
forma, que la carga antigénica frente a patégenos periodontales presenta igualmente
unas caracteristicas proaterogénicas. Contrariamente a lo sefalado, otros estudios,
como los de Syrjansen y cols. (1990)'°, suponen que la mencionada asociacidon no es
causal y que se debe Unicamente a la existencia de factores de riesgo comunes, ya que

176 o que los individuos

solo encontraron elevaciones de la PCRus en algunos individuos
afectados de EP presentaron los mismos niveles de PCRus que los individuos

edéntulosl71,175,l77,l78

En relacion con los factores de riesgo y la influencia de las variables de perfil de los
pacientes, estudios previos consideraron la edad como factor determinante en el
desarrollo y exacerbacién de una EP preexistente, como consecuencia del deterioro
anatémico o funcional del periodonto®4°®. En el presente estudio, se observa que influye
significativamente (p=0,042) en el diagndstico de una EP grado IV. Concretamente, por

cada ano adicional, el riesgo de una afectacion de estadio IV se eleva un 7%.
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Similares experiencias se realizaron con respecto a la influencia del sexo y mostrando
resultados muy diversos, ya unas ponen de manifiesto que estadisticamente los
hombres parecen tener mas riesgo de EP, apreciando que un varon multiplica por mas
de cuatro el riesgo de estadio llI-IV respecto a una mujer, hecho que se atribuyd a una
higiene y habitos distintos a los de la mujer. Contrariamente a lo sefialado, en otros
parece que las fluctuaciones hormonales hacen mas proclive a la mujer. Otros estudios
reportan que el sexo parece no influir, segiin ponen de manifiesto en sus publicaciones

Aljehaniy cols. (2014)%?3, Genco y cols. (2013)2%4,

Existen multitud de trabajos sobre el papel del tabaco en el desarrollo de la EP, asi como
con la extensién y gravedad de la misma, ya que los Al-Ghamdi y cols. (2007)°, Haffajee
y cols. (2001)?° Estos resultados son coincidentes con las observaciones de Al-Ghamdi y
cols. (2007)*°, Haffajee y cols. (2001)%°, quienes encontraron que se acompafian de una
disminucion de los PMN y de un aumento de la produccion de IL-6 e IL-8 por parte de
los neutréfilos®®. El presente estudio mostrd que todas las variables clinicas relacionadas
con el sondaje estuvieron en peor situacién en el grupo de fumadores, con respecto al
grupo de los no fumadores, en los casos con cig. <10 /dia mostrando significacion
estadistica (p=0,004) para los estadios llI-1V, siendo menor para los casos con cig. >10
/dia. No obstante, y dado que la EP se presenta tanto en fumadores como en no
fumadores, el tabaco agravaria la enfermedad ya establecida, luego es un indicador
independiente de riesgo del resto de los factores etiopatogénicos. Este hecho se

evidencia dada la disminucidn de la significacion en los casos con PS > 6 mm (p=0.064).

La relacidn entre la EP y la DM aparece muy bien documentada en la literatura, y se
manifiesta de forma bidireccional. Asi, una diabetes mal controlada se asocia a una
mayor afectaciéon periodontal®®%81% e jgualmente la mejoria del estado periodontal
tras el tratamiento da lugar a un mejor control metabdlico, segin comprobaron
experimentalmente Aldridge y cols. (1995)?%°. Los mecanismos de afectacion
periodontal suponen, entre otros, la activacién del sistema monocito-macroéfago, el cual
posee receptores (RAGES) para los productos finales de glicacidon (AGES), mecanismo
que propusieron Nishimura y cols. (1996)'°! en su estudio y cuya interaccién da lugar a

la sintesis aumentada de ROS, citocinas proinflamatorias en las células endoteliales y
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fendmenos trombéticos locales, mediados por mecanismos de adhesion vascular via

ICAM-1y VCAM-1101,

En la linea de estos trabajos de investigacion se encuentran otros sobre la influencia de
la resistencia insulinica (RI) y su asociacién con la EP, como los de Benguigui y cols.
(2010)?%¢, Song y cols. (2016)??’, Demmer y cols. (2012)?28, Islam y cols. (2015)?%°, los
cuales pusieron de manifiesto que los parametros clinicos de los pacientes diabéticos
muestran una mayor extension y gravedad como puso de manifiesto el articulo de
Porwal y cols. (2015)?3°. No obstante, y dado que la enfermedad aparece igualmente en
pacientes no diabéticos y sin RI, se puede afirmar que la DM exacerbaria la enfermedad
ya establecida. En el presente trabajo, se determind que padecer DM multiplica por 2,63
el riesgo de tener una EP estadio IV. Este hecho pone de manifiesto la relacién entre la
DM vy la inflamacién sistémica y, aunque carente de significacion estadistica, va
parcialmente en la linea de lo anteriormente sefialado. Asi, en los pacientes diabéticos
se observd una mayor extension de la enfermedad y, en consonancia con lo mostrado
por otros estudios??%23%, un aumento de la actividad inflamatoria local con respecto a
los no diabéticos, que relaciona la DM con una mayor gravedad de la enfermedad.
Algunos autores que siguieron esta linea de investigacién fueron D’Aiuto y cols.

(2008)21.

Con respecto a la relacion entre la EP y los marcadores de inflamacion sistémica, Ganiy
cols. (2009)*3°, Vidal y cols. (2009)*3*, ponen de manifiesto un incremento de los niveles
séricos de marcadores inflamatorios como consecuencia de la repercusion sistémica del
proceso local, que constituye la EP y la reducciéon de los mismos tras el tratamiento
periodontal no quirdrgico y cuyos efectos han sido estudiados por Cecoro y cols.
(2020)?3? y por Radafshar y cols. (2010)?33, en lo que se ha denominado “inflamacion
sistémica de bajo grado”. Como indican Vidal y cols. (2009)34, la influencia de la edad
en los niveles séricos de PCRus, como consecuencia del aumento del impacto de las
patologias subclinicas, puede ser un factor de confusion y su influencia puede ser mayor

a medida que esta se incrementa.
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Los resultados obtenidos sobre las relaciones entre las variables clinicas periodontales y
las proinflamatorias mostraron, por una parte, que la PCRus presentd una relacién
significativa con el PIC, y el fibrindgeno con las distintas variables clinicas dependientes
del sondaje, en particular con el indice BOP (p=0,007). Los niveles de los marcadores
inflamatorios, segln los distintos estadios, mostraron que concentraciones séricas
superiores de PCRus se encuentran igualmente en los estadios de mayor gravedad
mostrando significaciéon (p=0,018) y poniendo asi de manifiesto la influencia de la
extension de la enfermedad en el incremento de la actividad inflamatoria sistémica.
Igualmente, se determind que cada afio adicional aumenta el riesgo de alterar la PCRus
en un 3%, y que solo la edad influye significativamente en el diagndstico de una EP grado

V.

A la disparidad de resultados que muestran los diversos estudios puede contribuir tanto
la heterogeneidad de las poblaciones objeto del estudio, como la influencia de los
factores de confusion y de perfil del paciente mencionados anteriormente, entre estos
cabria destacar la edad, el sexo, y, por su alta prevalencia, el tabaquismo y la DM.
Algunos estudios, como los de Dikshit y cols. (2015)?34, Albush y cols. (2013)?3, entre
otros!34, determinan igualmente la relacion entre los niveles séricos de fibrindgeno y la
EP, observdndose un paralelismo entre los citados niveles y el progreso de la

enfermedad.

En el presente trabajo, y en linea con los estudios anteriores, se pone de manifiesto
como los valores de fibrindgeno se incrementan a medida que lo hace el estadio,
mostrando dicha asociacion tendencia a la significacion estadistica (p=0,055). Los niveles
séricos de fibrindgeno evidencian, igualmente, un paralelismo con la gravedad. Del
mismo modo, los niveles de fibrindgeno se relacionan significativamente con las
distintas variables periodontales dependientes del sondaje, con la PCRus vy
fundamentalmente con el BOP, siendo esta ultima la uUnica variable significativa
incorporada al modelo regresion multivariante (p=0,015). Por lo tanto, se puede afirmar
que los niveles séricos de fibrindgeno, como expresion de la carga inflamatoria, reflejan

la repercusién sistémica de la inflamacién local.
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En resumen, y en términos generales, el fibrindgeno muestra a lo largo del presente
estudio un grado de correlacién menor, pero préximo a la significacidn, con los estadios

periodontales de gravedad (p=0,055), que la PCRus (p=0,018).

Estudios previos, como los llevados a cabo por Baima y cols. (2021)?3, Cherian y cols.
(2019)?%, Keserwala y cols. (2016)238, Muthurajy cols. (2017)?3°, Bensal y cols. (2017)%49,
entre otros'®1%3, analizan los marcadores relacionados con el estrés oxidativo como el
MDA, 8-OHdG, y el 8-isoprostano vinculados con la EP y su respuesta al tratamiento
periodontal. La mayoria de estos estudios han evaluado el estrés oxidativo a través de
la carga global de ROS y MDA en suero!®?. Otros trabajos, como los de Guarnieri y cols.
(1991)4, Alting6z y cols. (2020)?42, Varghese y cols. (2020)?*3, Anusuya y cols. (2017)%44,
entre otros'® 18 determinaron los biomarcadores derivados de guanina en saliva y

liquido crevicular gingival.

En el presente estudio, se evalud la fluctuacion de los niveles en sangre periférica de
MDA y como novedad, en investigaciones referidas a la periodoncia, determinaciones
en orina de 8-OHdG. Los dos marcadores que se expresan mas comunmente en el dafio
oxidativo sistémico asociado con la EP y basados en los estudios de varios autores, como
son las publicaciones de Kirkpatrick y cols. (1996)%4°, Liu y cols. (2003)?%¢, Kouda y cols.
(2001)?#, Kadiiska y cols. (2005)%48, Jaruga y cols. (1996)?*°, Guyton y cols. (1993)%°°,

Cadet y cols. (1998)%°1, Schmerold y cols. (2001)?°?, entre otros'&®.

El MDA, dentro de la via lipidica, tiene un papel importante en la funcion endotelial de
los pacientes con EP y en el posible desarrollo de enfermedad coronaria'®. Estudios
recientes sobre la relacidén entre la enfermedad y el estrés oxidativo encontraron un
aumento significativo de los niveles de MDA en la saliva y el liquido crevicular gingival
de los pacientes, en comparacién con un grupo control sin enfermedad?®8. Sin embargo,

en la citada revisidn no se recopilaron datos sobre los niveles de MDA en suero.

En cuanto a los resultados obtenidos sobre los niveles de MDA en muestras de suero,
para evidenciar la posible repercusidn sistémica de la LPO, no se pudieron determinar si

los pacientes con EP presentaron unos niveles séricos mas elevados, ya que no se
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dispuso de un grupo control. Si se pudo observar, entre los diferentes grupos
segmentado por estadios, una tendencia en el aumento de los citados niveles a medida
gue progresa la enfermedad y la gravedad se incrementa, aunque las diferencias
observadas no fueron estadisticamente significativas. En linea con el presente trabajo,
los estudios previos de Chen y cols. (2019)%>3, Monje y cols. (2014)%>4, si bien, mostraron
niveles mas altos de MDA en saliva en pacientes con EP, asi como una correlacién
significativa de estos niveles en saliva con los parametros periodontales, no se observd

tal asociacion entre los citados parametros y los niveles en suero.

Investigaciones presentadas por Varadan y cols. (2019)%>> muestran para el BOP una
correlacién positiva moderada con los niveles séricos de MDA. El sangrado gingival al
sondaje es un signo de inflamacién local y destruccidn periodontal, y por lo tanto puede
aumentar los niveles sistémicos de los marcadores tanto inflamatorios, como de dafio
oxidativo. Experimentalmente, se observé la falta de asociacidn significativa entre los
niveles séricos de MDA con los pardmetros periodontales, incluido el BOP. Este
resultado puede deberse al tamaiio de la muestra, ya que fue evaluado en un pequeiio

grupo representativo de la poblacién.

La modificacion oxidativa mas frecuente del ADN suele ocurrir a nivel de las bases
nitrogenadas, entre las que destaca la guanina, produciendo 8-OHdG. Los niveles de 8-
OHdG como indicador del daio oxidativo del ADN han sido estudiados por Fragay cols.
(1990)?°¢ y Dubois-Deruy (2020)%*”. En los ultimos afios, la 8-OHdG se ha utilizado
ampliamente en muchos estudios, no solo como biomarcador para la medicién del dafio
oxidativo enddgeno del ADN, sino también como factor de riesgo para multitud de
condiciones patoldgicas segun comprueban experimentalmente Kawanishi y cols.
(1990)2°8, Después de la reparacion del ADN, la 8-OHdG es excretada por la orina,
existiendo numerosas evidencias que han puesto de manifiesto que la 8-OHdG urinaria
es un biomarcador importante del estrés oxidativo sistémico segun las publicaciones

anteriores de Poulsen y cols. (2013)?°°, Lily y cols. (2004)?¢°,

Hendek y cols. (2014)?%!, Nguyen y cols. (2017)?%2, entre otros, han detectado niveles

mas altos de 8-OHdG en saliva y en liquido crevicular gingival en pacientes con EP, en
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comparacion con los controles sanos, asi como correlaciones significativas entre los
niveles de 8-OHdG en saliva y los parametros periodontales. Estos estudios revelan que
la lesion del ADN y el estrés oxidativo aumenta en los tejidos de las bolsas periodontales
en pacientes con enfermedad crénical®”189-191,243,244 axistiendo un vinculo directo entre
los niveles de biomarcadores de estrés oxidativo locales relacionados con la EP crdnica,
y los niveles en saliva y fluido crevicular gingival, lo que indica el papel importante del
estrés oxidativo en la apariciéon y el desarrollo de las lesiones en la enfermedad

253, Fentoglu y cols. (2015)%%3, Saglam y cols. (2018)** han observado,

crénica
igualmente, niveles séricos mas altos de 8-OHdG en pacientes con EP, en estos casos en
asociacion con otros estados patolégicos, como hiperlipidemia o sindrome de ovario
poliquistico, en comparacién con pacientes sin enfermedad asociada a otra patologia

sistémica.

En el presente trabajo se han evaluado los niveles de 8-OHdG en orina en estos pacientes
y, a diferencia de los estudios previos que han evaluado los niveles en saliva y fluido
crevicular gingival, se observé una diferencia significativa entre los grupos, por severidad
(p=0,021), siendo dicho parametro mas elevado en los estadios Il, lll y IV que en los
pacientes con EP inicial con gravedad estadio I. No se observd, en cambio, asociacién

alguna con los distintos parametros periodontales objeto de estudio.

Hasta donde sabemos, este es el primer estudio clinico periodontal que ha medido los
niveles de 8-OHdG en orina, dado que se trata de un subproducto fruto de la reparacién
del ADN, con la finalidad de determinar la implicacién de la EP en los estados
prooxidantes sistémicos. Sin embargo, nuestro estudio tiene algunas limitaciones que
deben tenerse en consideracién, ya que el tamano de la muestra no es muy grande y en
la poblaciéon de estudio no incluimos un grupo control de individuos sin enfermedad, y
el MDA y la 8-OHdG se evaluaron en una pequefia muestra representativa de la

poblacién.

Sin duda, queda mucho por aprender sobre la asociacion entre los marcadores
sistémicos inflamatorios, prooxidantes y la EP en su relacion con el riesgo sistémico. Por

lo tanto, se requieren mas estudios prospectivos en la poblacién con EP, para evaluar la
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implicacion de los niveles de marcadores de estrés oxidativo a nivel sistémico, con el fin
de determinar el impacto de la enfermedad en la fisiopatologia de la inflamacion

sistémica de bajo grado.

7.2 EFECTOS DEL TRATAMIENTO PERIODONTAL NO QUIRURGICO

El tratamiento periodontal no quirdrgico sigue siendo el tratamiento de base de la EP
cronica, cuyo objetivo principal es la remocion mecanica de la placa y calculo mediante
el RAR, con la consiguiente reduccién o eliminacién de la bolsa, facilitando la higiene
oral y mejorando por lo tanto la inflamacién y sangrado de los tejidos periodontales

segln los estudios de Akram y cols. (2016)%%° y Figuero y cols. (2017)%¢®.

El presente estudio se trata de un ensayo clinico con caracteristicas observacionales e
intervencionistas con seguimiento prospectivo. Para alcanzar los objetivos, se realizé el
tratamiento periodontal en una Unica sesidn, procedimiento que recibe el nombre de
full mouth©6:207-209 Esta técnica ha demostrado beneficios con respecto al tratamiento
tradicional, realizado en multiples sesiones, que muestra marcados efectos sobre los
marcadores inflamatorios segln los trabajos de D’Aiuto y cols. (2005)%%7, al evitar de
esta manera los sucesivos episodios de reagudizacidén ocasionados como consecuencia
del trauma operatorio34. A los tres meses del tratamiento, se realiza la reevaluacion
tanto de los parametros clinicos como bioquimicos, teniendo en consideracién que este
es el tiempo que tarda el biofilm en volver a reestructurarse, periodo considerado por
la mayoria de los estudios, como los de Duzagac y cols. (2016)2%8, Bouaziy cols. (2015)2°°,

Khan y cols. (2021)*”°, entre otros®”2%.

Con objeto de maximizar los efectos del tratamiento y aumentar el conocimiento sobre
los resultados, se aplicd doxiciclina topica en las bolsas 25 mm en el 50% de la muestra
total’®187.210212213 * dada la mayoritaria sensibilidad hacia las tetraciclinas de los
microorganismos periodontales, hecho que ponen de manifiesto los trabajos de Genco

y cols. (1994)?71, Lecio y cols. (2020)?72 y Trajano y cols. (2019)?73.
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7.2.1 Efectos del tratamiento sobre las variables clinicas periodontales

Estudios previos ponen de relieve una mejoria de los parametros clinicos tras el
tratamiento periodontal no quirdrgico?°®2%, En linea con los resultados observados, en
el presente trabajo, se evidencid una mejoria generalizada y significativa de los
parametros clinicos, con la excepcidn del IP, que permanecio estable. De esta forma, el
numero de sitios con PS >4 mm y 2 6 mm disminuye de forma significativa con el
tratamiento, e idéntico resultado se obtiene para el porcentaje de sitios de sondaje con
PS>4 mmyPS>6 mm. Igualmente, el efecto del tratamiento sobre la PS, considerando
cada uno de los tres segmentos propuestos, pone de manifiesto, que en el bloque con
bolsas pequefias, PS de 1-3 mm, estas aumentan de profundidad; en el bloque con
bolsas muy grandes, PS > 6 mm, mejoran, disminuyendo su profundidad y el bloque
intermedio muestra mayor estabilidad, ya que se nutre de los casos que pasan de los
dos grupos anteriores. EI comportamiento del indice BOP, sigue el patrén de las
variables de sondaje, mejorando de forma significativa, y el IP es el Unico indice clinico
gue se mantiene estable, no variando entre la situacion basal y la reevaluacion a los tres

meses.

7.2.2 Efectos del tratamiento sobre los pardmetros inflamatorios

El efecto del tratamiento periodontal sobre los niveles de biomarcadores a lo largo de
multiples estudios ha sido muy heterogéneo3>2%. De esta forma, estudios de asociacion
como los de Yoshii y cols. (2009)*32 y D’Aiuto y cols. (2005)3* observan reducciones
significativas de marcadores inflamatorios tras el tratamiento periodontal. Algunos
estudios muestran igualmente reducciones de PAI-1, VCAM-1, MMP-913>, PCRus!34-137.233
y del fibrindgeno3%234235  estando todos ellos relacionados con la actividad

inflamatoria.

En el presente estudio, durante la fase de reevaluacién, se observé cdmo los niveles de
PCRus permanecieron inalterados, en la linea de otros trabajos, que tampoco
encontraron alteraciones, como en los trabajos experimentales desarrollados por Al-Isa
y cols. (2019)?74, Ide y cols. (2003)?’®> y en contraposicién con los estudios inicialmente

referenciados. Lopez y cols. (2009)?7® explican estos resultados cdmo consecuencia de
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un exceso de carga inflamatoria sistémica, producida por la presencia de patologias
subclinicas, que haria insuficiente la reduccidon de la inflamacion consecuencia del

tratamiento periodontal.

Estudios anteriores, entre los que se encuentran los de Chandy y cols. (2017)%"7, Teeuw
y cols. (2014)?78, Saffi y cols. (2013)?7%, Vidal y cols. (2013)?%, Lépez y cols. (2011)%21,
Lopez y cols. (2012)?%2, entre otros, que evidenciaron un descenso de los niveles de
fibrindgeno después del tratamiento periodontal en pacientes con los niveles basales
previamente alterados y que presentaban hipertension arterial’3*28° o diabetes, tal y

como reportan Llambes y cols. (2012)%3,

Asimismo, otros estudios mostraron resultados totalmente dispares. De esta forma,

unos observaron descensos de los niveles de PCRus, pero no de fibrindgeno?33

, Y en
otros se observd un aumento en los niveles séricos de los productos de degradacion del
fibrindgeno, dimero D, como expresion de unos niveles séricos mas elevados de lo
normal?3*. Offenbacher y cols. (2009)?%*, en investigaciones efectuadas a mas largo
plazo, si que observaron reducciones a los seis, nueve y 12 meses tras el tratamiento

periodontal?®?, lo que indica que los esperados descensos si que se producen, pero mas

alejados de la sobrecarga inflamatoria inicial consecuencia del tratamiento.

Asi pues, la EP estd relacionada tanto con la inflamacién local como sistémica,
mostrando el tratamiento periodontal una mejoria tanto de los parametros clinicos
como de los bioquimicos. Este contribuye a demostrar que el desbridamiento
periodontal mecdnico es capaz de producir una disminucién del indice de sangrado
gingival, como expresién del descenso de la inflamacién local, como consecuencia de un
descenso de la carga inflamatoria sistémica, que se manifiesta en forma de una

reduccion de los niveles séricos de fibrindgeno.

En el presente estudio, como hallazgo fundamental, se puede sefalar una reduccién
estadisticamente significativa de los niveles de PCRus y de fibrindgeno después de tres
meses del tratamiento periodontal, y en particular de la PCRus con el porcentaje de

sitios con PS 26mm., es decir, con los estadios mas avanzados de la enfermedad.
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7.2.3 Efectos del tratamiento periodontal sobre los pardmetros prooxidantes

La evidencia acumulada indica que la EP ya no se define Unicamente como una
enfermedad inducida por patégenos. Mas bien, ahora se reconoce como una disbiosis,
seglin describen en sus trabajos Chimenos-Kitner y cols. (2017)%%°, y como la
consecuencia de una respuesta inmune desproporcionada y del estrés oxidativo que
conduce al dafo de las estructuras periodontales. Aunque las bacterias
periodontopdticas inician la enfermedad, mas recientemente, los estudios de Sulijaya y
cols. (2019)%® pusieron de manifiesto que la inflamacidn y el estrés oxidativo son las

principales causas de la gravedad de la destruccion de los tejidos.

La respuesta del sistema de defensa del huésped ante la infeccion bacteriana, mediado
por el sistema inmunoldgico innato, regulara al alza los distintos mediadores
inflamatorios y, como consecuencia, se producira en los tejidos periodontales, por parte
de los PMN, un exceso de ROS, que no son contrarrestadas por los sistemas de defensa
antioxidantes. Como consecuencia, se van a producir dafios oxidativos en las
membranas, con un aumento de los metabolitos fruto de la LPO, en el ADN y en las
proteinas®®?, Yigit y cols. (2017)%7 observaron que la regulacién positiva de las ROS
podria estar detras del establecimiento y la progresion tanto de la EP como de otras
enfermedades crénicas. De ahi que los tratamientos mas novedosos estén basados en

la utilizacidon de substancias con caracteristicas antioxidantes.

Onder y cols. (2017)*® prestaron mucha importancia al efecto del tratamiento
periodontal no quirudrgico en los niveles salivares de MDA en pacientes con EP crdnica;
mostraron que, si bien los niveles de MDA salivar fueron significativamente mas altos
en estos pacientes en comparacién con el grupo control (p<0,001), el tratamiento

periodontal modificé de forma no significativa los niveles de MDA salivar (p=0,093).
Como consecuencia, los niveles de MDA pueden asociarse con el impacto local al estrés

oxidativo y la intervencion clinica puede ser beneficiosa para el control del estrés

oxidativo relacionado con las lesiones periodontales.
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En el presente trabajo no se observaron cambios significativos en los niveles de MDA
después del tratamiento periodontal no quirurgico en relacion con las diversas variables
de pendientes del sondaje, pero si se observd una fuerte tendencia a la significacion
estadistica en la correlacion entre los niveles séricos de fibrindgeno y de MDA. Este
hecho pone de manifiesto la posible relacion entre los marcadores de inflamacién

sistémica y la LPO.

En su trabajo, Dede y cols. (2012)*°, y mas recientemente Ongoz y cols. (2016)%2%, ponen
de manifiesto que las determinaciones de 8-OHdG en fluido crevicular gingival han
demostrado ser mas utiles como biomarcador que en saliva, ya que expresa con mayor
exactitud la gravedad de la EP y los efectos del tratamiento sobre el estrés oxidativo.
Otros estudios?3®261 mostraron una reduccidn estadisticamente significativa tres meses
después del tratamiento periodontal en comparaciéon con los pacientes controles.
Estudios en los que se determind el impacto de la terapia periodontal en las
concentraciones de 8-OHdG en saliva y plasma en pacientes con EP crénica, pusieron de
manifiesto que, después del tratamiento periodontal, la concentracién en la saliva se
redujo significativamente con respecto al grupo control (p=0,021); por contra, las
diferencias en las concentraciones plasmaticas de 8-OHdG entre los dos grupos no

alcanzaron significacion estadistica®?.

En el presente estudio, no se observaron cambios significativos en los niveles de 8-OHdG
en orina después del tratamiento periodontal no quirdrgico cuando consideramos la
poblacién total, aunque si se observd una fuerte tendencia a la significacidon en la
correlacién entre los niveles en orina y el indice BOP. Esto pone de manifiesto la posible
relacion entre la inflamacion local y la reparacidn de los dafios en el ADN provocados

por el estrés oxidativo.
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7.3 EFECTO ADYUVANTE DE LA DOXICICLINA TOPICA A NIVEL LOCAL Y
SISTEMICO

Los trabajos sobre antimicrobianos de aplicacién local de Roval y cols. (2016)?%°, Oringer
y cols. (2002)?°, Bogle (1999)?°2, Gupta y cols. (2008)?°3, entre otros,’®211-213.271 ‘indican
gue practicamente todos los microorganismos relacionados con la EP son sensibles a las
tetraciclinas, de ahi la utilizacién de la doxiciclina, que es un derivado semisintético de
segunda generacién, como adyuvante del tratamiento periodontal. La literatura
muestra resultados heterogéneos; de este modo, hay estudios que muestran el efecto
de las tetraciclinas, sobre todo las de segunda generacién, en la mejoria de los

parametros tanto clinicos como bioquimicos.

En la actualidad, una nueva estrategia farmacoldgica, denominada "terapia de
modulacién del huésped" por Yigit y cols. (2017)*7, estd basada en tres hallazgos
fundamentales: en primer lugar, a la facultad de los antibidticos semisintéticos
derivados de las tetraciclinas (doxiciclina y minociclina) para frenar la degradacion
periodontal, que se debe, en gran parte, a su capacidad para inhibir las MPS de la matriz
de coldgeno del hospedador y, por lo tanto, a mecanismos no relacionados con las
propiedades antimicrobianas; en segundo lugar, a que los farmacos antiinflamatorios no
esteroideos, también mediante mecanismos no antimicrobianos, podrian reducir la
gravedad de la enfermedad; y, en tercer lugar, a la capacidad de inhibir la reabsorcion
O0sea de las tetraciclinas quimicamente modificadas descritas en los trabajos de
Ghangurde y cols. (2017)%°*. Yap y cols. (2019)?® sefialan que la doxiciclina, como
medicacidn adyuvante, se ha mostrado muy prometedora como complemento de la
terapia mecanica tradicional en el tratamiento clinico de la EP, y parece reducir, al

mismo tiempo, sus repercusiones sistémicas.

En esta linea, trabajos previos, como el realizado por Wilson y cols. (1997)%, utilizaron

21 o fibras con tetraciclina, que

microesferas con liberacion lenta de minociclina
muestran importantes diferencias a corto plazo, como reportan los resultados obtenidos

por los estudios de Tonettiy cols. (2012)?°7, Da Rocha y cols. (2015)%%, entre otros?1%:22,
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pero no asi a largo plazo. Otros estudios como los de Drisko y cols. (1998)%°, no

muestran diferencias con respecto al tratamiento solo con RAR’®,

Dicha heterogeneidad de resultados podria explicarse como consecuencia del corto
plazo de ejecucidn de los estudios, ya que casi todos estdn planteados a tres meses. Se
ha sugerido en algunos estudios, como los de Martorelli y cols. (2004)3% y Deo vy cols.
(2011)3%, que si obtienen resultados, incluso con significacidn estadistica, que hace falta
un seguimiento a mas largo plazo, entre los 6 y los 12 meses, o bien la repeticion de

dosis a lo largo del tratamiento para optimizar la respuesta?®®.

Tan y cols. (2011)3%2, Hanes y cols. (2003)3%, observaron que los agentes adyuvantes
utilizados en el tratamiento periodontal no quirdrgico muestran diferentes eficacias,
siendo la doxiciclina local en dosis Unica superior a otros compuestos y en comparacion
sobre el desbridamiento mecénico solo??°. Algunos estudios, contrariamente a lo
anteriormente sefialado, en los que se utilizdé la doxiciclina sistémica a dosis
subantimicrobianas junto con RAR, no observaron una mejora significativa de los niveles

de insercidn clinica?®.

En el presente estudio, las variables clinicas PIC e IP mejoraron con mayor significacién
en los casos tratados con doxiciclina, resultado que es congruente con los resultados
obtenidos por los estudios de Wenstrom y cols. (2001)3%, entre otros?°”2%, Del mismo
modo, con respecto a los pacientes tratados con doxiciclina tépica, se evidencio la
existencia de un efecto de grupo, es decir, se partié de una situacion inicial peor y las
diferencias entre los valores basales y la situacion a los tres meses fue similar en ambos
grupos. De manera que no se observo la existencia de un beneficio adicional en lo que
respecta a los parametros clinicos, y por lo tanto, a nivel global no hubo efecto del
farmaco, a excepcidn de la PS, que si mostré cambios significativos en el grupo DOX, lo

que valida la indicacion de la doxiciclina tépica en las lesiones con PS> 5 mm.

En definitiva, nuestros resultados reportan que las variables clinicas periodontales
dependientes del sondaje mejoraron de forma significativa, pero en magnitud

comparable tanto en el grupo DOX como en el grupo control.

113



Con respecto a los cambios observados en los parametros inflamatorios, estudios
previos pusieron de manifiesto mejoras en los marcadores IL-6 y aTNF en pacientes a

2% ‘mostrando los estudios de Marwa y cols. (2018)3%

los que se aplica doxicicilina tépica
acciones moduladoras de la inflamaciéon en su aplicaciéon local, como ya habian
observado Emingil y cols. (2019)3%, Izuora y cols. (2016)3%7, Bretz (2012)3%, tras su
administracion sistémica a dosis subterapéuticas. Algunos estudios demostraron que los
niveles de PCR tanto en fluido crevicular gingival como en suero fueron mas altos en los
pacientes con EP y DM2, en comparacion con los pacientes con solo EP, y, aunque hubo
una mejora significativa tras el tratamiento en ambos grupos, se observdé una

disminucion mayor de los niveles, tanto en el fluido crevicular gingival como en las

muestras de suero, de los pacientes con EP y DM22%,

En el presente trabajo, en el grupo DOX se observé como hallazgo fundamental, una
reduccion significativa de los niveles séricos de fibrindgeno (p=0,018), mientras que, en
el grupo control, los cambios estuvieron lejos de la significacidn, y se observd una
tendencia préoxima a la significacion en el cambio producido en los niveles de PCRus. No
hubo cambios significativos en ninguno de los marcadores en el grupo control, en
consonancia con lo observado por estudios de Al Isa y cols. (2019)3%, que no mostraron

mejoria en los niveles de fibrindgeno después del tratamiento periodontal.

En el grupo DOX se observé una falta de correlacion entre la PCRus y, como expresidn
del proceso inflamatorio local, con el indice BOP (p=0,449), permaneciendo en el grupo
control los niveles igualmente inalterados (p=0,389). La falta de respuesta al tratamiento
de variables como la PCRus, se interpreté como una consecuencia de la sobrecarga
inflamatoria sistémica residual, ocasionada por la agresion como consecuencia del
tratamiento periodontal, y que necesitaria mas tiempo para su resolucidon, como

demostraron los estudios previos de Saffiy cols. (2013)?7° y de Lopez y cols. (2012)%82,
Con respecto al fibrinégeno, los resultados del presente trabajo se pueden interpretar,

igualmente, como consecuencia de la agresion ocasionada por el tratamiento

periodontal, que daria lugar a un incremento de los reactantes de fase aguda y que,
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dadas las propiedades inmunomoduladoras de la doxiciclina, el balance final da como

resultado una disminucién de los valores séricos.

Tuter y cols. (2010)3° y Sgolastra y cols. (2011)3!?, evaluaron en sus trabajos la eficacia
de la dosis subantimicrobiana de doxiciclina (6 mg/kg) junto con el RAR en los niveles de
fluido crevicular gingival y en los niveles séricos de PCRus en pacientes con EP crénica, y
se observaron diferencias significativas para todos los parametros clinicos investigados
a favor del grupo en el que se aplicé doxiciclina. Yigit y cols. (2017)?% sugirieron que
compuestos fendlicos, como el &cido cafeico, tiene efectos antiinflamatorios,
antioxidantes y antiapoptdticos similares a la doxiciclina, resultando util en el
tratamiento de la enfermedad y por lo tanto demostrando que las propiedades

antioxidantes de algunos compuestos van mas alla de sus acciones antimicrobianas.

Igualmente, algunos estudios anteriores, como los de Chiay cols. (2020)%2°, Hanes y cols.
(2003)3%, mostraron cémo los agentes adyuvantes utilizados en el tratamiento
periodontal no quirdrgico presentan diferentes eficacias, siendo la doxiciclina local en
dosis Unica superior a otros compuestos, y en comparacion con los resultados obtenidos

por Tan y cols. (2020)3%?, sobre el desbridamiento mecéanico solo.

En definitiva, en el presente estudio se observd una reduccion estadisticamente
significativa en los niveles de fibrindgeno, y una tendencia a la significacion estadistica
en el cambio producido en los niveles de PCRus en suero en el grupo tratado con
doxiciclina. Diversos medicamentos presentan beneficios clinicos que no estdn
relacionados con sus indicaciones terapéuticas primarias. A estos beneficios se los Ilama
efectos pleiotropicos y, en muchos casos, se desconocen los mecanismos que los
sustentan. Entre los medicamentos cominmente recetados que exhiben estos
beneficios en el tratamiento de enfermedades asociadas con la inflamacién cronica, se

encuentra la doxiciclina.

Estudios previos llevados a cabo por Deo y cols. (2011)3%1, mostraron cémo la estructura
primaria de estos medicamentos, al contener anillos fenélicos aromaticos semejantes a

los polifenoles, posee actividad antioxidante e inhibe la fragmentacién mitocondrial
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inducida por el estrés oxidativo. De esta forma, la inflamacion y el estrés oxidativo estan
intimamente relacionados. La inflamacién promueve el estrés oxidativo, que a su vez
conduce a una mayor inflamacion. Asi, el estrés oxidativo y la inflamacidn establecen un

ciclo que se perpetua a si mismo.

Clemens y cols. (2018)3!?, Yagan y cols. (2014)313, pusieron de manifiesto en sus
investigaciones cdmo la doxiciclina inhibe la formacién de subproductos, fruto de la
oxidacion de los acidos grasos y la peroxidacion lipidica. Es importante destacar que los
aductos de MDA son altamente inmunogénicos e inician respuestas inflamatorias y, por
lo tanto, alimentan el ciclo de inflamacién y estrés oxidativo, induciendo como
consecuencia la cronicidad. De esta forma, la reduccién de la formacién de aductos de
MDA puede mejorar la inflamacién que conduce a la produccién de ROS vy, de esta
manera, romper el ciclo autosostenible de estrés oxidativo e inflamacidn. Por lo tanto,
es posible que las propiedades antioxidantes poco reconocidas de estos medicamentos
pueden ser un mecanismo que ofrezca un beneficio adicional en el tratamiento de las

enfermedades inflamatorias cronicas.

Mas recientemente, Yagan y cols. (2018)3%3 utilizaron dosis subantimicrobianas de
doxiciclina en el tratamiento periodontal, dadas las caracteristicas como inhibidor
enzimatico y las propiedades antiinflamatorias relacionadas, por las que la doxiciclina
ayuda a prevenir la degradacion del tejido periodontal al inhibir el estrés oxidativo local.
Sulijaya y cols. (2019)3%, Altoé y cols. (2021)3'°, demostraron que el estrés oxidativo es
una de las principales causas de la destruccién del tejido. Por lo tanto, el concepto de EP
ha cambiado, y nuestro enfoque del tratamiento debe ajustarse a este ultimo
paradigma. La modulacién de la inflamacién y el estrés oxidativo debe de ser
considerado un objetivo primario, por lo tanto, la estrategia dirigida mediante los
tratamientos antiinflamatorios y antioxidantes sirve como un excelente enfoque

terapéutico para alcanzar el nivel deseado de beneficio clinico.

En el presente estudio, por una parte, no se observaron cambios significativos en los
niveles de MDA y 8-OHdG después del tratamiento periodontal no quirdrgico en los

grupos DOX y control. Por otra parte, se observaron correlaciones muy interesantes
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entre los niveles de 8-OHdG en orina y el indice de sangrado postratamiento (p=0,018)
en el grupo de pacientes tratados con doxiciclina. Dicho hallazgo significa que, a mayor
indice de sangrado postratamiento, es decir, a mayor inflamacién, se observan mayores
niveles del marcador prooxidante 8-OHdG en orina, como consecuencia de los
mecanismos de reparaciéon de los dafios en el ADN. Ademas, se observd una nueva
correlacidn significativa entre los niveles séricos de PCRus y MDA en el grupo control
(p=0,033) y una fuerte tendencia a la significacion estadistica en la correlacién de MDA
con los niveles de fibrindgeno (p=0,056). Es decir, aparecieron relacionados los procesos
de LPO con los inflamatorios a nivel sistémico y la cronicidad de las patologias

relacionadas con la inflamacidn sistémica de bajo grado.

7.4 LIMITACIONES Y FORTALEZAS DEL ESTUDIO

En el presente estudio no se tienen en consideracién otras exploraciones que de forma
habitual se realizan para establecer un diagndstico, como pueden ser las radiograficas,
y otras menos habituales, como el andlisis de los marcadores inflamatorios a nivel del
fluido crevicular, que permiten profundizar en el diagndstico etiolégico y en la
interpretacion de los resultados, asi como en el error aleatorio derivado del tamafio de
la muestra. Por otra parte, el tiempo de duracion del estudio ha sido cldsicamente
limitado a tres meses, pero hay estudios que consideran que este periodo se debe

ampliar, con objeto de lograr resultados mas concluyentes.

Como puntos fuertes, cabria sefalar la meticulosa ejecucidn del estudio periodontal,
intentando evitar los errores sistematicos mediante la precision en la recogida de datos,
en su andlisis y en la observacién de los principales factores de confusion, como DMy

tabaquismo, considerados en la clasificacion de la AAP-EFP 2018.

La valoracion de multitud de parametros periodontales con mediciones en seis sitios por
diente, y la combinacién de parametros indicadores de actividad inflamatoria, como el
BOP, con otros de afectacién periodontal, como PS y PIC, ofrecen tanto una visién de la

enfermedad actual como de su evolucidn en el tiempo.
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El punto de corte para la PS > 3 mm, es el que mayoritariamente emplea la literatura
para el establecimiento del diagndstico segun los criterios de la AAP-EFP 2018. La
utilizacion de las variables nimero de dientes y porcentaje de sitios con PS, permite
conocer la extension de la EP y su repercusion sobre el resto de los valores del estudio.
La determinacién del indice BOP como indicador de inflamacion local permite, al
contrastarlo con las determinaciones de los parametros bioquimicos, evidenciar su

influencia sobre la inflamacidn sistémica.

El tratamiento en una sola sesién, o full mouth, con la utilizacién de antisépticos y
antibioticos tépicos en el presente estudio, ha demostrado sobrados beneficios clinicos
frente a los tratamientos que emplean solo el RAR realizado por cuadrantes distribuido

en varias sesiones.

En resumen, son necesarios mas estudios con caracteristicas prospectivas vy
longitudinales, de mayor tamafio y duracién, con la finalidad de objetivar con mas
precision la influencia de la EP con la inflamacion sistémica de bajo grado, y, como

consecuencia, su relacién con diversas patologias crénicas.
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Estudio sobre la relacion entre la enfermedad periodontal
y los niveles de marcadores inflamatorios y prooxidantes

8. CONCLUSIONES
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El estudio sobre la relacidon existente entre los parametros clinicos de la EP y los niveles
de los parametros inflamatorios y prooxidantes permite colegir las siguientes

conclusiones:

1. En respuesta al primer objetivo, la existencia de una correlacién a nivel basal
positiva entre la severidad de la EP por estadios y los niveles séricos de los
marcadores inflamatorios, siendo los niveles de fibrindgeno los que mostraron un
mayor grado de significacion, fundamentalmente, en relaciéon con el indice BOP. No
se observd correlacion con los marcadores prooxidantes objetos del estudio.

2. En respuesta al segundo objetivo, se observa una mejora significativa de la
afectacién periodontal tras el tratamiento periodontal, fundamentalmente, en
estadios moderados y graves, junto con una reduccién de los niveles séricos de los
marcadores inflamatorios sobre todo en los casos graves y un ligero descenso no
significativo de los niveles de 8-OHdG en orina.

3. Enrespuesta al tercer objetivo, en el grupo tratado con doxiciclina se evidencia una
mejoria en la severidad de la EP, siendo la reduccidn de la PS superior a la observada
en el grupo control. Los marcadores inflamatorios reducen sus niveles séricos, y, en
el caso del fibrindgeno, de forma significativa. Los marcadores prooxidantes no

experimentan cambios significativos.

Como conclusidn, los hallazgos del presente estudio apoyan el concepto de que la EP,
sobre todo en estadios avanzados, aumenta los niveles de los mediadores sistémicos de
la inflamacién que, por otra parte, son factores de riesgo para el desarrollo de la
enfermedad aterosclerdtica. Este hecho sugiere el papel que la inflamacidn sistémica de
bajo grado puede tener en el desarrollo de las patologias crdnicas e indica que los niveles
de PCR vy fibrindgeno pueden servir como biomarcadores importantes para evaluar el
posible riesgo cardiovascular en estos pacientes. Se puede inferir que la EP, como
enfermedad inflamatoria local, puede provocar igualmente un aumento del estrés
oxidativo a nivel sistémico y estar involucrada en el desarrollo y perpetuacion de las
mencionadas enfermedades inflamatorias, abriendo de esta forma paso a nuevas
estrategias terapéuticas. Los proyectos futuros deberdn incluir estudios de mayor

tamafio y duracidn, con la finalidad de objetivar con mas precisién la influencia de la EP
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con la inflamacién sistémica de bajo grado, explorando al mismo tiempo las novedosas

estrategias de modulacion de la respuesta del huésped.
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TITULO: “Estudio sobre la relacién entre la enfermedad periodontal y los niveles
séricos de proteina c reactiva ultrasensible y fibrin6geno”

PROMOTOR: Clinica Dental AndreuDental

FECHA ACTUALIZACION ANEXO II: 18 de septiembre de 2019

Investigador principal Centro de realizacion del estudio

Ricardo Andreu Martinez Clinica Dental AndreuDental
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ANEXO I: ASPECTOS ETICOS Y LEGALES

I. 2 Certificado de la Agencia Espafola de Medicamentos y Productos Sanitarios
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D DEESPARA D SAMIDAD, CONSUMO DE USO HUMANO

v DEPARTAMENTO
% _" GOBIERNO MINISTERIO ag pai ) DE MEDICAMENTOS
: ¥ BIENESTAR SOCIAL . -
Area de Ensayos Clinicos

Referencia: MUH/CLIN/EC

ASUNTO: RESOLUCION DE LA SOLICITUD DE AUTORIZACION DE UN ENSAYO
CLINICO
DESTINATARIO: Unidad de Apoyo a la Investigaciéon

CHUAC - Hotel de Pacientes, despacho 703. C/ Xubias de arriba, 84.
15006 A Corufia (Esparia)

DATOS DE LA SOLICITUD

Solicitud de autorizacion del Ensayo clinico N° EudraCT 2019-002239-27 y titulo ESTUDIO SOBRE
LA RELACION ENTRE LA ENFERMEDAD PERIODONTAL Y LOS NIVELES SERICOS DE
PROTEINA C REACTIVA ULTRASENSIBLE Y FIBRINOGENO.

Promotor: Clinica Dental AndreuDental
Calle Maestro Soler, 19-1
46980 Paterna-Valencia (Espaiia)

Fecha de solicitud vélida: 09/07/2019

Una vez evaluada la solicitud de autorizacion de ensayo clinico previamente indicada, se considera
que cumple con los requisitos indicados en el Real Decreto 1090/2015, de 4 de diciembre, por el que
se regulan los ensayos clinicos con medicamentos, los Comités de Etica de la Investigacién con
medicamentos y el Registro Espafiol de Estudios Clinicos y demas legislacion aplicable*.

Por todo lo anteriormente expuesto la Directora de la Agencia de Medicamentos y Productos
Sanitarios en el ejercicio de sus competencias RESUELVE:

AUTORIZAR el ensayo clinico solicitado y CALIFICARLO como de bajo nivel de intervencion.

Contra esta Resolucion, que pone fin a la via administrativa, puede interponerse potestativamente
Recurso de Reposicién ante el/la Director/a de la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos
Sanitarios en el plazo de un mes, conforme a lo dispuesto en los articulos 123 y 124 de la Ley
39/2015, de 1 de octubre, del Procedimiento Administrativo Comun de las Administraciones Publicas,
o interponerse Recurso Contencioso-Administrativo ante el Juzgado Central de lo Contencioso-
Administrativo de Madrid, en el plazo de dos meses a contar desde el dia siguiente a la recepcién de

* Texto refundido de la Ley de Garantias y Uso Racional de los medicamentos y productos sanitarios, aprobado por Real Decreto Legislativo 1/2015, de 24 de julio.
Real Decreto 1275/2011, de 16 de septiembre, por el que se crea la Agencia estatal "Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios y se aprueba su Estatuto”.

Agencia Espaiiola de Medicamentos y Productos Sanitarios Localizador: AEXY8LYF1E
Puede comprobar la autenticidad del documento en la sede de la AEMPS: https://sede.aemps.gob.es
CORREO ELECTRONICO Pégina 1 de 2 C/ CAMPEZO, 1 - EDIFICIO 8
28022 MADRID
smhaem@aemps.es Tel.: 918225073

Fax: 918225043
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la presente notificacién, conforme a lo dispuesto en la Ley Reguladora de la Jurisdicciéon Contencioso-
Administrativa de 13 de julio de 1998, y sin perjuicio de cualquier otro recurso que pudiera
interponerse.

DIRECTORA DE LA AGENCIA ESPANOLA DE MEDICAMENTOS Y PRODUCTOS SANITARIOS

agencia e

Span
’ medicamgnr;o'ade
Pdeucgc,s los
Sanitarijo s
Fdo. M? Jesus Lamas Diaz

Agencia Espaiiola de Medicamentos y Productos Sanitarios Localizador: AEXY8LYF1E
P s IO IR
Puede comprobar la autenticidad del documento en la sede de la AEMPS: https://sede.aemps.gob.es

CORREOQ ELECTRONICO Péagina 2 de 2 C/ CAMPEZO, 1 - EDIFICIO 8
28022 MADRID

smhaem@aemps.es Tel.: 918225073
Fax: 918225043
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ANEXO I: ASPECTOS ETICOS Y LEGALES

I. 3 Hoja de informacion al paciente
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HOJA DE INFORMACION AL/LA PARTICIPANTE ADULTO/A

TITULO DEL ESTUDIO: Estudio sobre la relacién entre la enfermedad periodontal y los

niveles de marcadores inflamatorios y prooxidantes.

INVESTIGADOR: RICARDO ANDREU MARTINEZ.
CENTRO: Clinica dental AndreuDental.

Este documento tiene por objeto facilitarle informacion sobre un estudio de investigacion
en el que se le invita a participar. Este estudio fue aprobado por el Comité de Etica de la

Investigacién con medicamentos del HOSPITAL ARNAU DE VILANOVA - LLIRIA.

Si decide participar en el mismo, debe recibir informacién personalizada del investigador,
leer antes este documento y hacer todas las preguntas que precise para comprender los
detalles sobre el mismo. Si asi lo desea puede llevar el documento, consultarlo con otras

personas y tomarse el tiempo necesario para decidir si participar o no.

La participacién en este estudio es completamente voluntaria. Ud. puede decidir no
participar o, si acepta hacerlo, cambiar de parecer retirando el consentimiento en cualquier
momento sin tener que dar explicaciones. Le aseguramos que esta decision no afectara a
su relacién con los profesionales sanitarios que le atienden ni a la asistencia sanitaria a la

gue Ud. tiene derecho.
¢Cual es la finalidad del estudio?
Determinar si la enfermedad periodontal altera ciertos marcadores, como la proteina C

Reactiva, que estan implicados en la salud cardiovascular.

éPor qué me ofrecen participar a mi?

Ud. es invitado a participar porque esta diagnosticado de enfermedad periodontal.
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¢En qué consiste mi participacidon? Puesto que va a ser tratado de su problema periodontal,
se le tomaran muestras de sangre (y en ocasiones de orina) antes de iniciar el tratamiento

y trascurridos tres meses de este, con objeto de contrastar los resultados.

Su participacién tendra una duracién total estimada de aproximadamente de 20 minutos
para el examen inicial mds una hora para el tratamiento periodontal y 20 minutos para la
reevaluacion al cabo de tres meses.

El investigador puede decidir finalizar el estudio antes de lo previsto o interrumpir su

participacién. En todo caso se le informara de los motivos de su retirada.

¢Qué molestias o inconvenientes tiene?

Las Unicas molestias son las originadas como consecuencia de las extracciones de muestras
de sangre al inicio del estudio y a los tres meses de finalizado el mismo.

“Su participacion no implica molestias adicionales a las de la practica asistencial habitual”.
¢Obtendreé algun beneficio por participar?

No se espera que Ud. obtenga beneficio directo por participar en el estudio. La investigacion
pretende descubrir aspectos desconocidos o poco claros sobre las posibles repercusiones
cardiovasculares de la enfermedad periodontal. Esta informacién podra ser de utilidad en

un futuro para otras personas.

¢Recibiré la informacién que se obtenga del estudio?

Si Ud. lo desea, se le facilitara un resumen de los resultados del estudio.

También podrd recibir los resultados de las pruebas que se realicen con sus muestras si asi
lo solicita dirigiéndose al investigador. Estos resultados pueden no tener aplicacion clinica
ni una interpretacion clara, por lo que, si quiere disponer de ellos, deberian ser comentados

con el médico del estudio.
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éSe publicaran los resultados de este estudio?
Los resultados de este estudio seran remitidos a publicaciones cientificas para su difusion,

pero no se transmitira ningun dato que pueda llevar a la identificacion de los participantes.

Informacidén referente a datos/muestras:

La obtencién, tratamiento, conservacién, comunicacién y cesidon de sus datos se hard
conforme a lo dispuesto en el Reglamento General de Proteccion de Datos (Reglamento UE
2016-679 del Parlamento europeo y del Consejo, de 27 de abril de 2016) y Ley 03/2018 de

5 de diciembre de proteccion de datos de caracter personal y garantia de derechos digitales.

La institucion en la que se desarrolla esta investigacion es la responsable del tratamiento

de sus datos pudiendo contactar con el delegado/a de Proteccién de Datos.

Los datos/muestras necesarias para llevar a cabo este estudio serdn recogidos y
conservados

o Anonimizados (Codificados).
La anonimizacion tiene por objeto eliminar o reducir los riesgos de reidentificacion de los

datos, manteniendo asi la veracidad de los resultados del procesamiento de los mismos.

Derechos sobre sus datos y contacto con el delegado de Proteccién de Datos.

La normativa que regula el tratamiento de datos de personas le otorga el derecho a acceder
a sus datos, oponerse, corregirlos, cancelarlos, limitar su tratamiento, restringir o solicitar
la supresién de los mismos. También puede solicitar una copia de éstos o que ésta sea

remitida a un tercero (derecho de portabilidad).
Para ejercer estos derechos puede Ud. dirigirse al delegado/a de Proteccién de Datos del

centro a través de los medios de contacto antes indicados o al investigador/a principal de

este estudio.
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Asi mismo, Ud. tiene derecho a interponer una reclamacién ante la Agencia Espafola de

Proteccion de Datos, cuando considere que alguno de sus derechos no haya sido respetado.

Unicamente el equipo investigador y las autoridades sanitarias, que tienen el deber de
guardar la confidencialidad, tendran acceso a todos los datos recogidos en el estudio.

Se podra transmitir a terceros informacién que no pueda ser identificada. En el caso de que
alguna informacion se transmita a otros paises, se realizara con un nivel de proteccién de
datos equivalente, como minimo, al establecido por la normativa espafiola y europea.

Al terminar este estudio, y conforme a la normativa, sus muestras bioldgicas y sus datos
seran

o Destruidos.

¢Existen intereses econdmicos en este estudio?
Esta investigacion es promovida por D. Ricardo Andreu Martinez con fondos propios.
El investigador no recibira retribucion especifica por la dedicacién al estudio.

Ud. no sera retribuido por participar

¢Como contactar con el equipo investigador de este estudio?

Ud. puede contactar con D. Ricardo Andreu Martinez en el teléfono y/o correo electrénico.

Muchas gracias por su colaboracién

RICARDO ANDREU MARTINEZ. Version: 0001, 02/05/2019- Pagina 4/4
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ANEXO I: ASPECTOS ETICOS Y LEGALES

I. 4. Consentimiento informado y Ley Orgdnica de Proteccion de Datos
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DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO PARA LA PARTICIPACION EN UN ESTUDIO DE
INVESTIGACION

TITULO: Estudio sobre la relacién entre la enfermedad periodontal y los niveles de
marcadores inflamatorios y prooxidantes.

Yo,

o Leila hoja de informacion al participante del estudio arriba mencionado que se me
entregd, pude conversar con: D. Ricardo Andreu Martinez y hacer todas las
preguntas sobre el estudio necesarias.

o Comprendo que mi participacidn es voluntaria, y que puedo retirarme del estudio
cuando quiera, sin tener que dar explicaciones y sin que esto repercuta en mis
cuidados médicos.

o Accedo a que se utilicen mis datos y muestras en las condiciones detalladas en la
hoja de informacion al participante.

o Presto libremente mi conformidad para participar en este estudio.

Una vez terminado el estudio, LOS DATOS/MUESTRAS recogidas acepto que sean

DESTRUIDOS

Fdo.: El/la participante,

Fdo.: El/la investigador/a que solicita el consentimiento
Nombre y apellidos: Ricardo Andreu Martinez

Fecha:

DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO ANTE TESTIGOS PARA LA PARTICIPACION EN UN
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ESTUDIO DE INVESTIGACION (para los casos en los que el participante no pueda

leer/escribir)

El testigo imparcial ha de identificarse y ser una persona ajena al equipo investigador

TITULO: Estudio sobre la relacién entre la enfermedad periodontal y los niveles de

marcadores inflamatorios y prooxidantes.

Yo , como testigo imparcial, afirmo que

en mi presencia:

o Seleleyé a la hoja de

informacidn al participante del estudio arriba mencionado que se le entrego,
y pudo hacer todas las preguntas sobre al estudio.

o Comprende que su participacién es voluntaria, y que puede retirarse del
estudio cuando quiera, sin tener que dar explicaciones y sin que esto
repercuta en sus cuidados médicos.

o Accede a que se utilicen sus datos y muestras en las condiciones detalladas
en la hoja de informacidn al participante.

o Presta libremente su conformidad para participar en este estudio.

Una vez terminado el estudio, LOS DATOS/MUESTRAS recogidas acepto que sean
DESTRUIDOS

Fdo.: El/la testigo

Fdo.: El/la investigador/a que solicita el consentimiento

Nombre y apellidos: Ricardo Andreu Martinez

Fecha:
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DOCUMENTO DE CONSENTIMIENTO PARA REPRESENTANTE LEGAL PARA LA PARTICIPACION
EN UN ESTUDIO DE INVESTIGACION.

TITULO: Estudio sobre la relacién entre la enfermedad periodontal y los niveles de
marcadores inflamatorios y prooxidantes.

Yo, , representante legal de

o Leila hoja deinformacion al participante del estudio arriba mencionado que
se me

entregd, pude conversar con y

hacer todas las preguntas sobre el estudio.

o Comprendo que su participacién es voluntaria, y que puede retirarse del
estudio cuando quiera, sin tener que dar explicaciones y sin que esto
repercuta en sus cuidados médicos.

o Accedo a que se utilicen sus datos y muestras en las condiciones detalladas
en la hoja

de informaciodn al participante.

o Presto libremente mi conformidad para que participe en este estudio

Una vez terminado el estudio, LOS DATOS/MUESTRAS recogidas acepto que sean
DESTRUIDOS
Fdo.: El/la representante legal,

Nombre y apellidos:

Fecha:

Fdo.: El/la investigador/a que solicita el consentimiento

Ricardo Andreu Martinez
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RICARDO ANDREU MARTINEZ AndreuDental

Consentimiento explicito ESTUDIO SOBRE SALUD PERIODONTAL

PATERNA, en fecha ........ccccouvvvevnnnnnnn

RICARDO ANDREU MARTINEZ es el responsable del tratamiento de los datos personales del
Interesado y le informa que estos datos serdn tratados de conformidad con lo dispuesto en
el Reglamento (UE) 2016/679 de 27 de abril (GDPR) y la Ley Organica 3/2018 de 5 de

diciembre (LOPDGDD), por lo que se le facilita la siguiente informacidn del tratamiento.

Fines del tratamiento:
o Participacion del interesado en el Estudio sobre la relacién entre la enfermedad
periodontal y los niveles de marcadores inflamatorios y prooxidantes.

o Fines estadisticos y / o cientificos.

Criterios de conservacion de los datos: se conservaran durante no mas tiempo del necesario
para mantener el fin del tratamiento y cuando ya no sea necesario para tal fin, se suprimiran
con medidas de seguridad adecuadas para garantizar la anonimizacidn de los datos o la

destruccion total de los mismos.

Comunicacién de los datos: no se comunicaran los datos a terceros, salvo obligacién legal.

Derechos que asisten al Interesado:
o Derecho a retirar el consentimiento en cualquier momento.
o Derecho de acceso, rectificacidn, portabilidad y supresion de sus datos y a la
limitacion u oposicion a su tratamiento. - Derecho a presentar una reclamacion ante
la Autoridad de control (www.aepd.es) si considera que el tratamiento no se ajusta

a la normativa vigente.
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Para realizar el tratamiento de datos descrito, el responsable del tratamiento necesita

su consentimiento explicito o el de su representante legal.

El Interesado consiente el tratamiento de sus datos en los términos expuestos:

NOMEE et e e e et aaa e , con NIF
Representante  legal  de .o , con NIF
Firma:

Version: 0001, 02/05/2019- Péagina 7/7
RICARDO ANDREU MARTINEZ. PATERNA (Valencia)
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ANEXO Il: MATERIAL PARA LA RECOGIDA DE DATOS

Il. 1. Ficha del paciente y periodontograma
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N¢@ Historia:

Edad:

Sexo:

FICHA DEL PACIENTE

Fecha:
Fecha nacimiento:

Teléfono:

PERFIL MEDICO/FACTORES MODIFICADORES

Diabetes mellitus:

Fumador < 10:

>10:

Medicacion:

Otros:

Historia dental:

Tratamiento periodontal anterior (Fecha):

CRITERIOS DE EXCLUSION

(@)

(@)

Edentulismo total.

Tratamiento periodontal durante el ultimo afio.
Embarazadas o en periodo de lactancia.

Diagnosticados de GUN o PUN.

Diagnosticados de VIH.

Angor, infarto de miocardio, o AVC recientes.

Procesos inflamatorios agudos o traumatismos recientes.
Ingesta crénica de AINES o glucocorticoides.

Toma de antibidticos en los ultimos tres meses.
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PARAMETROS PERIODONTALES. Periodontograma

PS 3m

PSo

vest.

Basal

3 meses

PS (mm)

PIC (mm)

n dientes total

nPS>24 mm

nPS>6mm

% PS>24mm

% PS 1-3 mm

% PS 4-5 mm

% PS>26mm

indice de Placa

16 |21

2.4

3.6 4.1

4.4

3m

7

indice de sangrado
6 5 4 3 2 1 1.2 3 456 7

?

6 5 4 3 2 1 1.2 3 4 5 6 7
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[ll. PUBLICACIONES

Il. 1. Publicaciones en acceso abierto

1. Andreu R, Santos-Del-Riego S. Effects of topical doxycycline on inflammatory
markers in periodontal disease. Clin Sci Res Rep. 2020;3: DOI:
10.15761/CSRR.1000130

2. Andreu R, Santos-del-Riego S, Payri F. Inflammatory and prooxidant markers in
response to periodontal treatment. A case report. Int Clin Med. 2020;4: DOI:
10.15761/1CM.1000182.
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Effects of topical doxycycline on inflammatory markers in

periodontal disease

Ricardo Andreu"?* and Sergio S del Riego?
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Abstract

Periodontal disease is an infectious and inflammatory process of the supporting structures of the teeth, the result of the interaction between infection by pathogenic
bacteria and the host’s immune response. In periodontitis patients, compared to those with good periodontal health, there appears to be an increased risk of some
systemic diseases in general and coronary artery disease in particular. It is not evident that this association is causal and, therefore, could be considered an independent

factor for the development of cardiovascular diseases.

Introduction
Effects of topical doxycycline

Almost all microorganisms related to periodontal disease are
sensitive to tetracyclines, because of this we use doxycycline, which
is a second-generation semi-synthetic derivative, as an adjunct to
periodontal treatment [1-4].

The literature shows heterogeneous results, thus, there are studies
that show the effect of tetracyclines, especially second-generation ones,
on the improvement of both clinical and biochemical parameters [5-
8]. According to this line of thinking, there are studies that use slow
release microspheres of minocycline or fibers with tetracycline [9-10].
Therefore, there are important differences in the short-term, but not
in the long-term, and others that do not show differences regarding to
scraping and root planning [11-14]. The heterogeneity of the results
could be explained because of the short-term execution of the studies,
almost all of them are considered three months. It has been suggested,
in some studies that can obtain results even with statistical significance,
that it would require a longer-term monitoring study execution,
between 6 and 12 months or the repetition of doses throughout the
treatment to optimize the response [15-16].

Inflammatory markers in periodontal disease

The existence at the moment of an extensive bibliography about
periodontal disease, as a potential risk factor for various organs and
systems, has given rise to some authors such as Steven Offenbacher in
1996, who proposed a new discipline, the “Periodontal Medicine”. This
sale refers to the specialty that aims to study the relationship between
periodontal pathologies and systemic diseases [17]. Saikku et al. [18]
published the first articles, in which the link between bacterial infections
and coronary heart disease is highlighted; also in 1995 Patel et al. [19]
links chronic viral infections by Cytomegalovirus and Herpesvirus.
Periodontal disease and arteriosclerotic processes appear related in the
works of Mattila et al. [20], Beck et al. [21] and in 2007 by Gostman et
al. [22], which indicate that periodontitis produces bacteremia, which

Clin Sci Res Rep, 2020 doi: 10.15761/CSRR.1000130
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is manifested in an increase in proinflammatory markers, TNFa, IL-1,
IL6 and hsCRP. Buhlin et al. [23], Gani et al. [24] and in 2010 Nakajima
et al. [25] which refers to periodontitis is associated with limited levels
of markers such as hsCRP and IL-6. Yoshii et al. [26] indicate that
these levels do not precede periodontitis, but rise with it. D" Aiuto et al.
[27], Behle et al. [28], observe a significant reduction in inflammatory
markers after periodontal treatment; even of PAI-1, VCAM-1 and
MMP-9. On the other hand, in 2001 Ridker et al. [29] study hsCRP as a
predictor of cardiovascular risk and Tonetti et al. [30] demonstrates an
improvement in endothelial dysfunction after periodontal treatment.
All these studies and investigations can be interpreted as a link between
periodontal disease and arteriosclerosis cardiovascular pathology.

Material and methods

Study population

A cross section of patients diagnosed with periodontitis was
taken so as to be studied in a clinical trial with a therapeutic objective,
which should allow after three months, evidence of the effectiveness of
periodontal treatment. Topical doxycycline was applied as an adjuvant
in order to optimize the results and achieve the objectives set; the work
is structured in three parts.

The first part will have analytical purposes and will consist of a
periodontal study, which will be performed at the time of diagnosis,
as well as a blood test to determine the serum level of hsCRP and
fibrinogen. The second part will have an interventionist character, in
which all patients will undergo a non-surgical periodontal treatment,
topical doxycycline will be applied in lesions > 5 mm.

*Correspondence to: Ricardo Andreu, Dental Clinic, Paterna, Valencia, Spain,
E-mail: randreu58@icloud.com
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The third part will carry out a new periodontal study three months
after having carried out the treatment, and the blood level of hsCRP and
fibrinogen will be determined again.

Selection criteria

Inclusion criteria: patients with a Probing Depth > 3 mm in at least
one probing site in two or more teeth, and/or loss of interproximal
clinical insertion > 3 mm as criteria to diagnose the process as chronic
periodontitis according to criteria of the AAP-EFP 2018 [31].

Exclusion criteria were: less than fourteen teeth, aggressive
periodontitis, infectious or other inflammatory diseases, periodontal
treatment in the last 6 months or antibiotics in the last 3 months,
treatment with systemic anti-inflammatory drugs (NSAIDs), pregnancy
or lactation, secondary obesity (hypothyroidism, Cushing’s syndrome),
or any medical condition requiring antibiotic treatment before the
dental intervention

Results and discussion

Previous studies have also shown improvements in proinflammatory
markers, IL-6 and oTNF in patients to whom topical doxycyclin is
applied [32-33], which consequently shows inflammation modulating
actions in its local application, as previously observed after systemic
administration at subtherapeutic doses [34-36].

The biochemical reevaluation shows, after three months, after non-
surgical periodontal treatment and according to the Brunner-Langer
non-parametric model, as fundamental findings, the reduction of
serum fibrinogen levels in the group treated with doxycycline 364.5 +
93.2 versus 347.0 + 100.8 (p = 0.077), while in the control group the
serum levels increased 314.8 + 63.7 versus 320.4 + 65.1 (p = 0.305).
Plasma fibrinogen levels show, in our study, a positive correlation
with the BOP index of probing bleeding at the limit of significance (p
=0.051), as an expression of the impact of local inflammation on the
systemic inflammatory load. In the present study, our results can be
interpreted by the presence of a residual inflammatory load, a result of
the aggression caused by periodontal treatment, which would lead to an
increase in acute phase reactants, including fibrinogen, and given the
immunomodulatory properties of doxycycline, the final balance results
in a decrease in the values of serum levels. On the other hand, in the
present study, the levels of hsCRP remain unchanged 0.25 + 0.22 versus
0.22 + 0.22 (p = 0.478), in the group treated with doxycycline, in line
with other studies, which neither showed changes [37-39].

Conclusion

As a general conclusion of the present study, it can be stated that the
effects on systemic proinflammatory markers remain undetermined at
least in the short term. More studies with prospective and longitudinal
characteristics, of greater size and duration, are necessary, in order
to objectify with more precision the influence of periodontal disease
with systemic inflammation and, consequently, its relationship with
cardiovascular pathology. Moreover, treatment with doxycycline does
not seem to have benefits on the improvement of hsCRP. Finally, and
as a contribution to the present study, there is a decrease in serum
fibrinogen levels after non-surgical periodontal treatment with
the use of doxycycline as an adjuvant medication. This implies an
important benefit, as a result of the reduction of the peaks of systemic
inflammation, caused because of the periodontal treatment.

Clin Sci Res Rep, 2020 doi: 10.15761/CSRR.1000130
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Abstract

Background: The aim of this study is to determine the changes in serum levels of malondialdehyde, 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine, hsCRP and fibrinogen as
indicators of oxidative stress and inflammatory markers, in response to non-surgical periodontal treatment.

Case description: The patient, a 51-year-old male diagnosed with periodontitis was taken so as to be studied with a therapeutic objective, which should allow after
three months the time of diagnosis and after non-surgical treatment. Topical doxycycline was used as adjunctive medication.

Conclusion: A significant reduction in both serum levels of pro-inflammatory markers and oxidative stress indicators is observed after periodontal treatment.

Introduction
Inflammatory markers

Different studies like Beck et al. [1] and Gostman et al. [2], indicate
that periodontitis produces bacteremia, which is manifested in an
increase in proinflammatory markers, TNFa, IL-1, IL6 and hsCRP.
Buhlin et al. [3], Gani et al. [4] and in 2010 Nakajima et al. [5] refers
to periodontitis is associated with limited levels of markers such as
hsCRP and IL-6. On the other hand, D Aiuto et al. [6] and Behle et
al. [7], observe a significant reduction in inflammatory markers after
periodontal treatment; even of PAI-1, VCAM-1 and MMP-9.

Previous studies have also shown improvements in proinflammatory
markers, IL-6 and oTNF in patients to whom topical doxycyclin is
applied [8,9], which consequently shows inflammation modulating
actions in its local application.

Prooxidant markers

The cells obtain energy through coupled oxidation-reduction
(redox) reactions, during aerobic respiration. In this way, O, is
responsible for the formation of the so-called reactive oxygen species
or ROS, which are molecules of high reactivity by having a missing
electron [10]. NADPH oxidase primarily, they are also important
xanthine oxidase (XO) and decoupled endothelial nitric oxide synthase
(eNOS) [10] which promote ROS production and are involved in the
development of vascular damage.

Inflammatory periodontal lesions present an important infiltrate of
monocytes and macrophages, which has the purpose of containing the
infectious process [11-17]. These defensive mechanisms will become
an aggression for the periodontal tissues as a consequence of the
production of free radicals (FR).

On the other hand, the nuclear factor NFkb, which is inactive in
plasma due to the inhibitor Ikb. The degradation of this subunit, which
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is very sensitive to ROS, allows the promotion of the expression of
genes that lead to the inflammatory response, this is a link between pro-
oxidant states and chronic inflammatory processes [18].

When the free radicals react with a fatty acids molecule of the
cellular lipid membranes [19], malondialdehyde (MDA) is generated,
which is an indicator of tissue damage [20]. Another molecule that is
damaged by free radicals is DNA, as a consequence of the arrival of ROS
inside the cell nucleus, the action of the radical OH- is able to originate
more than 20 modifications in the nitrogenous bases. We can highlight
8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG), which is produced as a result
of the interaction with guanine. It can be used like a marker of oxidative
damage [21-29].

Therefore, serum concentrations of MDA and 8-OH-dG are
increased in patients with periodontal disease as an expression of
increased oxidative stress in the etiology of the lesions and their
quantification, consequently, it will allow us to assess the prooxidant
state.

Case description

The patient diagnosed with periodontitis was taken to be studied
with a therapeutic objective, which should allow after three months,
evidence of the effectiveness of periodontal treatment. Topical
doxycycline was applied as an adjuvant in order to optimize the results
and achieve the objectives set.
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Methodology
The work is structured in three parts:

The first part will have analytical purposes and will consist of a
periodontal study, which will be performed at the time of diagnosis, as
well as a blood test to determine the serum level of hsCRP, fibrinogen,
MDA and 8-OH-dG in urine.

The second part will have an interventionist character, in which
all patients will undergo a nonsurgical periodontal treatment, topical
doxycycline will be applied in lesions = 5 mm.

The third part will carry out a new periodontal study three months
after having carried out the treatment, level of hsCRP, fibrinogen, MDA
and 8-OH-dG, will be determined again.

Results

A 51-year-old male, non-smoker, with no relevant pathological
history, diagnosed with periodontal disease. The cut-off point for PD >
3 mm is the one most commonly used in the literature and in this study
the CAL value > 3 mm is used to establish the diagnosis according to
the 2018 AAP-EFP criteria [30].

Underwent non-surgical periodontal treatment; the treatment in a
single session or “full mouth” with the use of antiseptics and/or topical
antibiotics in our case, have amply demonstrated clinical benefits [31],
with topical application of doxycycline in periodontal lesions > 5 mm
and prospective follow-up, determining both clinical and biochemical
parameters at the baseline and three months after the end of the treatment.

Baseline values: Clinical parameters: PD (mm) 3.47; CAL (mm) 3.77;
% PD 4 (mm) 59; % PD 6 (mm) 4.86; BOP % 27.27.

Biochemical parameters: hsCRP (mg/L) 0.28; Fibrinogen (mg/dL)
260; MDA (umol/L) 1.1; 8-OH-dG (ug/g) 11.9.

Re-evaluation. Clinical parameters: PD (mm) 3.29; CAL (mm) 3.60;
% PD 4 (mm) 51; % PD 6 (mm) 3.47; BOP% 18.75.

Biochemical parameters: hsCRP (mg/L) 0.18; Fibrinogen (mg/dL)
214; MDA (umol/L) 0.7; 8-OH-dG (ug/g) 6.1.

Observed variation. Clinical parameters: PD (mm) -0.18; CAL (mm)
-0.17; % PD 4 (mm) -8; % PD 6 (mm) -1.39; BOP% -8.52.

Biochemical parameters: hsCRP (mg/L) -0,1; Fibrinogen (mg/dL)
-46; MDA (umol/L) -0.4; 8-OH-dG (ug/g) -5.8.

Discussion

The values of all the clinical parameters studied improve with
respect to those observed at baseline, highlighting the decrease in
the BOP index of 8.52%. The determination of the BOP index, as an
indicator of local inflammation, allows us, by contrasting it with the
determinations of the biochemical parameters, to show its influence
on the systemic inflammatory load and especially with the serum
fibrinogen level [32].

A significant reduction in both serum levels of pro-inflammatory
markers and oxidative stress indicators is observed after non-surgical
periodontal treatment, especially fibrinogen in -46 (mg/dL) and of
8-OH-dG in -5.8 (ug/g).

Previous studies have also shown improvements in pro-
inflammatory markers, IL-6, aTNF and oxidative stress [33,34] in
patient receiving topical doxycyciclin [35,36].
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The application of topical doxycycline can contribute in this way by
modulating actions of inflammation on its local application, as has been
previously observed after its systemic administration at sub-therapeutic
doses [37- 39].

In the present study, our results can be interpreted by the presence
of a residual inflammatory load, a result of the aggression caused
by periodontal treatment, which would lead to an increase in pro-
inflammatory and oxidative stress markers, among them fibrinogen
stands out and that given the immunomodulatory properties of
doxycycline, the final balance results in a decrease in the values of
serum levels of the different markers.

In summary, more studies with prospective and longitudinal
characteristics, of greater size and duration, are necessary in order to
more accurately objectify the influence of periodontal disease with
systemic inflammation and, as a consequence, its relationship especially
with chronic pathologies.

Conclusion

As a general conclusion of the present study, it can be affirmed
that, as a consequence of periodontal treatment, there is a generalized
improvement in clinical variables, pro-inflammatory markers and
systemic pro-oxidants, at least in the short term.

This represents an important benefit, as a result of the reduction
of the inflammatory load and systemic oxidative stress, with the
consequent benefits for general health, without forgetting the alteration
of the affinity for the nitrogenous bases of the oxidation products of
guanine and therefore its possible mutagenic character.
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Abstract: Background: Periodontitis has been associated to systemic diseases and this association
could be due to an increase in circulating inflammatory and oxidative stress biomarkers in the
periodontal disease. This study aimed to evaluate the relationship between inflammatory and pro-
oxidant markers according to different stages of periodontitis. Methods: This cross-sectional study
included 70 subjects who were divided into three groups according to periodontitis stage: stage I
(n = 22), stage III (n = 30), and stage IV (n = 18). We evaluated periodontal parameters and levels
of high-sensitivity C-reactive protein (hsCRP), fibrinogen, and malondialdehyde (MDA) in serum,
and 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-OHdG) in urine. Results: Serum hsCRP and fibrinogen levels
were associated with periodontitis severity, which were higher in stage IV than in stages III and II of
periodontitis (p = 0.003 and p = 0.025, respectively). We observed a slight yet insignificant increase
in MDA levels related to periodontitis severity. Probing depth and clinical attachment loss were
associated with serum fibrinogen and hsCRP levels. However, there were no significant associations
between periodontal variables and MDA and 8-OHdG levels. Conclusion: Our data support an
association between periodontitis and systemic inflammation, which increases with periodontal
disease severity. This indicates the importance of the early diagnosis and treatment of periodontal
disease to avoid the development or worsening of systemic inflammatory diseases.

Keywords: periodontal diseases; periodontitis; inflammation; 8—hydroxy—2’-deoxyguanosine; malon-
dialdehyde; oxidative stress

1. Introduction

Periodontitis is a very prevalent chronic disease that ranks sixth among the most
common pathologies that affect humans [1]. Recently, many publications have reported
that periodontitis is related to various systemic diseases, such as cardiovascular diseases [2].
Various systemic pathologies are linked to periodontitis through low-grade chronic inflam-
mation [3,4].

Acute phase reactants, such as high sensitivity C-reactive protein (hsCRP) and fib-
rinogen, are proteins whose plasma concentrations increase or decrease by at least 25%
during inflammatory processes [5]. These proteins are produced by the liver following the
stimulation of proinflammatory cytokines synthesised by endothelial cells. hsCRP levels
are used to determine serum CRP concentrations lower than 1 mg/dL to discriminate
small increases due to subclinical inflammatory processes [6]. Moreover, hsCRP is used to
assess cardiovascular risk [7]. Fibrinogen can increase between 2 and 20 times if there are
inflammatory processes [6].

Polymorphonuclear neutrophils, fundamental innate immune response cells, generate
proinflammatory cytokines, metalloproteinases, and reactive oxygen species (ROS), which
are crucial in the development and progression of periodontal damage [8]. Accordingly,
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malondialdehyde (MDA) is an organic compound resulting from the oxidation of polyun-
saturated fatty acids in cell membranes. MDA is generated when a hydroxide radical
interacts with lipids, captures a hydrogen atom from the methylene carbon, and causes
a very unstable lipid radical, which consequently reacts with another lipid and causes a
chain reaction leading to the formation of highly toxic aldehydes [9,10]. In the cell nucleus
and mitochondria, oxidative damage to DNA produces 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (8-
OHJG), which is a predominant form of deoxyguanosine resulting from guanine oxidation.
8-OHdG urine quantification estimates DNA damage caused by both endogenous and
exogenous agents [11].

Over the past few years, numerous clinical and basic experimental studies have shown
a strong association between oxidative stress and periodontitis, but most of these peri-
odontal studies evaluated total antioxidant capacity, total oxidant status, and oxidative
stress index [12]. However, other recent studies evaluated oxidative stress markers, such
as MDA and 8-OHdG levels, but mainly at the local level in saliva [13-16] and gingi-
val crevicular fluid [14,17] and only a few studies evaluated MDA and 8-OHdG levels
in serum [13,18,19]. Although these studies have different results, associations between
periodontitis and MDA and 8-OHdG levels have been observed [18-20]. Thus, the asso-
ciation between periodontitis and circulating oxidative stress biomarkers could indicate
that periodontitis could contribute to the development and progression of several systemic
inflammatory diseases [21], whether mitochondrial dysfunction is triggered due to an exac-
erbated inflammatory process [22]. Therefore, this study aimed to evaluate the relationship
between inflammatory and pro-oxidant markers according to different periodontitis stages
to determine whether an advanced stage of periodontitis could affect the systemic health
of patients.

2. Materials and Methods
2.1. Study Population

Study participants aged between 30 and 75 years were consecutively recruited at
our private dental clinic (Paterna, Valencia, Spain) between June 2019 and March 2020
for this cross-sectional study. Participants were diagnosed with periodontitis when an
interdental clinical attachment loss (CAL) in >2 non-adjacent teeth or a buccal or oral
CAL >3 mm with pocketing >3 mm in >2 teeth is detected according to the 2017 World
Workshop definition [23]. Exclusion criteria were fewer than 14 teeth, infectious or other
oral inflammatory diseases, comorbidities such as diabetes or obesity, receipt of periodontal
treatment in the last 6 months or antibiotics in the previous 3 months, being under systemic
anti-inflammatory treatment, pregnancy, lactation, severe disease including malignancies,
alcohol, or drug abuse. Data on smoking were recorded.

This human observational study was conducted according to Strengthening the Report-
ing of Observational Studies in Epidemiology (STROBE) guidelines and is in accordance
with the ethical principles stated in the Declaration of Helsinki. All procedures were ap-
proved by the ethics committee of the Arnau de Vilanova-Lliria (Valencia, Spain) hospital
(protocol RAM-LIG-2019-01), and all participants gave written informed consent.

2.2. Clinical Periodontal Determinations

Periodontal examinations were conducted by an experienced dentist (R. Andreu).
Periodontal assessments included measurements of probing depth (PD), CAL, number
of sites with PD >4 mm, percentage of sites with PD 1-3 mm, 4-5 mm, and >6 mm,
gingival bleeding on probing (BOP), and plaque index, which were recorded using a
manual periodontal probe PCP UNC-15 (Hu-Friedy, Chicago, IL, USA). PD, CAL, and
BOP were measured at six sites per tooth for all teeth, excluding third molars. PD was
measured as the distance between the gingival margin and the clinical pocket base, CAL
was recorded as the distance between the cemento—enamel junction and the clinical pocket
base, with both values expressed in millimetres, and the BOP percentage was calculated by
dividing the number of sites with BOP by the number of sites explored and multiplying
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this value by 100. We assessed the Silness and Le simplified Plaque Index and scored it in
six representative Ramfjord teeth: upper right first molar, upper left central incisor, upper
left first premolar, lower left first molar, lower right central incisor, and lower right first
premolar. Participants were classified according to three periodontitis stages according to
the 2017 World Workshop definition [23]. Subjects were classified as having stage Il when
interdental CAL at site of greatest loss was 3 to 4 mm and maximum PD < 5 mm, stage III
when CAL > 5 mm, PD > 6 mm and tooth loss due to periodontitis of <4 teeth, and stage
IV when CAL > 5 mm, PD > 6 mm and tooth loss due to periodontitis of >5 teeth.

2.3. Biochemical Determinations

Venous blood and urine samples were analysed at the Analclinic Laboratory (Mislata-
Valencia, Spain). Serum samples were obtained to measure hsCRP and fibrinogen levels
as inflammatory markers and acute phase reactants, and malondialdehyde (MDA) levels
as oxidative stress markers. Serum hsCRP levels (mg/dL) were quantified using an im-
munonephelometric assay (Dade Behring, Marburg, Germany), fibrinogen levels (mg/dL)
were obtained through the Coagulometry-Thrombin-Clauss time technique using a Solea
100 automatic analyser (Biolabo diagnostics, Maizy, France), and MDA levels (umol/L)
were obtained by the Asakawa-Matsushita method by reacting MDA with 2-thiobarbituric
acid, giving a coloured MDA-TBA complex that is quantified using a Uvikon-810 spec-
trophotometer (Kontron Instruments, Augsburg, Germany). 8-OHdG levels (ug/g crea-
tinine) were tested from urine samples using high-performance liquid chromatography
(Analytical HPLC 1200 Series, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA), which is also
an oxidative stress marker.

2.4. Statistical Analysis

In reference to sample size determination, the present study was designed in a finite
population. Thus, in our case, taking into account that the flow of patients during the
selection period can be estimated at 90 periodontal patients/year in the clinic, as well
as considering a power of 95% in order to be able to detect differences of >0.25 mg/dL
between the groups in relation to the primary efficacy criterion (serum hsCRP levels
variation), assuming a common standard deviation of 0.20 mg/dL and with an o risk of
0.05. Under these premises, at least 69 subjects were required.

Statistical analyses were performed using SPSS software (IBM Co., Armonk, NY, USA).
Continuous variables were expressed as mean and standard deviation for parametric data,
qualitative data were expressed as percentages, and proportions were compared using a chi-
square test. Continuous variables were compared among groups according to periodontitis
stages using a one-way analysis of variance or Kruskal-Wallis test, followed in each case
by a post-hoc test. Spearman’s correlation coefficient was used to evaluate the strength
of the association between periodontal, inflammatory, and oxidative stress variables. A
multivariable regression model was used to evaluate the relationship between two or
more explanatory variables, considered as independent variables, and a response variable,
considered as a dependent variable, using a stepwise method. A confidence interval of 95%
was determined for all tests and a p-value <0.05 was considered statistically significant.

3. Results

This cross-sectional study analysed 70 subjects with periodontitis. Of these subjects,
27 were men, and 43 were women. Participants were classified according to three peri-
odontitis stages; 22 subjects were classified as having stage II, 30 as having stage III, and 18
as having stage IV, according to the 2017 World Workshop definition [23].

Participant demographic and periodontal parameters are presented in Table 1. No
significant differences were found between groups regarding sex. Mean study population
age was 53.7 & 9.3 years, and although the group with advanced periodontitis had a
slightly older age, no significant differences were observed between groups regarding
age (p = 0.055). Most patients in this study did not smoke (65.7%), and no differences
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were observed in the smoking rate among the three groups as assessed by a chi-square
test (p = 0.134). Regarding periodontal clinical parameters, PD and CAL progressively
worsened with periodontitis severity. Moreover, BOP and the number and percentage of
sites with periodontal pockets were higher in patients with stage IIl and IV periodontal
disease than in patients with stage II, whereas the percentage of healthy periodontal sites
(PD 1-3 mm) was higher in patients with stage II periodontitis than in patients with stage
III and IV. The plaque index was similar between groups (p = 0.554).

Table 1. Descriptive study population parameters according to periodontitis stages.
Periodontitis
Stage II Stage III Stage IV All
Demographic parameters
n (% females) 22 (21.4) 30 (24.3) 18 (15.7) 70 (61.4)
Age (years) 52.5+104 51.9 £ 9.0 582472 53.7+9.3
Smoking habit
Non-smokers % (n) 20.0 (14) 28.6 (20) 17.1(12) 65.7 (46)
Smokers <10
cigarettes/day 10.0 (7) 4.3 (3) 29(2) 17.1 (12)
Smokers >10
cigarettes/day 1.4 (1) 10.0 (7) 5.7 (4) 17.1 (12)
Periodontal parameters
PD (mm) 2.64 +035° 351 +0.68° 3.92 +0.65°¢ 3.34 +0.77 ***
CAL (mm) 2.80+0352 3.68 +0.65P 4.16 £0.68 ¢ 3.53 £ 0.78 ***
Sites PD > 4 mm (n) 27.6 +18.82 68.6 +30.6 P 64.0 +23.6° 54.5 4 31.3 ***
Sites PD 1-3 mm (%) 827+ 1162 55.7 +£19.2b 476 +175P 62.1 +21.9 ***
Sites PD 4-5 mm (%) 16.6 £11.82 31.7 £ 122P 369 +11.6° 28.3 + 14.3 ***
Sites PD > 6 mm (%) 1.07 £0.852 123+ 106" 15.6 £9.4° 9.61 +10.2 ***
BOP (%) 214 +£17.22 32.4 4 21.33b 444 +324° 32.0 £24.8**
Plaque index (A.U) 0.71 +0.75 0.72 £ 0.63 0.93 +0.91 0.77 + 0.74

Notes: PD, probing depth; CAL, clinical attachment loss; BOP, bleeding on probing; and A.U, arbitrary units. Data are presented as
mean =+ standard deviation or percentages (n). ** p < 0.01; and *** p < 0.001 when patients with different periodontitis stages were compared
with an analysis of variance test. Values with different superscript letters (* * and ©) were significantly different when the three groups were
compared using a Student-Newman-Keuls post-hoc test. Hence, means with the same superscript letters are not significantly different
(p > 0.05), while means that have no superscript letters in common are significantly different (p < 0.05).

To investigate whether proinflammatory and prooxidative parameters worsen with
periodontitis severity, we compared these variables among the three study groups ac-
cording to periodontitis stage (Figure 1). Systemic inflammatory markers, hsCRP, and
fibrinogen, considered as acute phase reactants, were significantly different between groups
(p = 0.003 and p = 0.025, respectively), with higher values in the advanced periodontitis
group (stage IV) (Figure 1A,B) than in the other two groups. Mean hsCRP in stage IV
0.463 + 0.390 mg/dL vs. 0.224 £ 0.203 mg/dL in stage IIT and 0.210 + 0.145 mg/dL in stage
II. Likewise, mean fibrinogen levels in stage IV 390.6 £ 68.8 mg/dL vs. 338.5 £ 76.5 mg/dL
in stage III and 332.2 + 67.7 mg/dL in stage II. In addition, we determined prooxida-
tive parameter levels, including serum MDA levels and urine 8-OHdG levels. We ob-
served a slight and progressive yet insignificant increase in MDA levels as periodontitis
severity increased (0.66 £ 0.18 umol/L in stage II; 0.71 £ 0.2 umol/L in stage III; and
0.73 4 0.26 umol/L in stage IV. Figure 1C). Likewise, no differences were observed in
8-OHdG urine levels between groups (10.9 & 3.05 ug/g in stage II; 9.17 £ 2.05 pg/g in
stage III; and 9.84 & 3.21 ug/g in stage IV. Figure 1D).

Correlation coefficients between periodontal, inflammatory, and pro-oxidant parame-
ters from all population are shown in Table 2. PD and CAL, which are periodontal clinical
parameters that indicate disease and periodontitis severity, were positively correlated with
hsCRP (r = 0.216, p = 0.037; and r = 0.234, p = 0.026, respectively) and fibrinogen levels
(r=0.320, p =0.007; and r = 0.335, p = 0.002, respectively), suggesting a major inflammatory
periodontitis component. Moreover, fibrinogen was positively correlated with BOP and
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Figure 1. Study population inflammatory and oxidative stress parameters according to periodontitis stages. Serum high-

sensitivity C-reactive protein (A), fibrinogen (B) and malondialdehyde (C), and urine 8-hydroxy-2’-deoxyguanosine (D) lev-
els. Notes: hsCRP, high-sensitive C-reactive protein; MDA, malondialdehyde; and 8-OHdG, 8-hydroxy-2’ -deoxyguanosine.
Data are presented as mean + standard error. Values with different superscript letters (a and b) were significantly different

(p < 0.05) when the data of patients with different periodontitis stages were compared using a one-way analysis of variance

followed by a Student-Newman—Keuls post-hoc test. Hence, means with the same superscript letters are not significantly

different (p > 0.05), while means with no superscript letters in common are significantly different (p < 0.05).

Table 2. Spearman’s correlation coefficients between periodontal, inflammatory, and oxidative stress parameters.

hsCRP Fibrinogen MDA 8-OHdG
r r r r r r r r
PD 0.216 0.037 0.320 0.007 —0.245 0.183 —0.030 0.876
CAL 0.234 0.026 0.335 0.005 -0.229 0.214 —0.041 0.831
n Sites PD > 4 mm 0.044 0.717 0.226 0.062 —0.142 0.445 —0.061 0.751
% Sites PD 1-3 mm —0.119 0.330 —0.264 0.028 0.190 0.305 0.076 0.695
% Sites PD 4-5 mm 0.113 0.353 0.231 0.056 0.009 0.960 0.025 0.898
% Sites PD > 6 mm 0.188 0.121 0.263 0.029 —0.186 0.315 —0.032 0.869
% BoP 0.137 0.261 0.311 0.009 0.062 0.740 0.046 0.814
Plaque index 0.043 0.726 —0.057 0.644 0.237 0.199 —0.048 0.806
hsCRP — — 0.490 <0.001 0.191 0.302 —0.137 0.478
Fibrinogen 0.490 <0.001 — — —0.098 0.605 —0.204 0.290
MDA 0.191 0.302 —0.098 0.605 — — 0.244 0.202
8-OHdG —0.137 0.978 —0.204 0.290 0.244 0.202 — —

Notes: PD, probing depth; CAL, clinical attachment loss; BOP, bleeding of probing; hsCRP, high-sensitivity C-reactive protein; MDA,
malondialdehyde; and 8-OHdG, 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine. Values in bold represent statistically significant correlations (p < 0.05).
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As fibrinogen showed significant correlations with several periodontal parameters,
we aimed to analyse these associations using a multivariate linear regression analysis. In
the multivariable regression model, the association between fibrinogen and correlated
variables was evaluated as a potentially independent predictor using the stepwise method.
Results showed that hsCRP (3 = 0.441) and CAL (3 = 0.280) were independently associated
with fibrinogen serum levels; this explained 30% of the dependent variable (Table 3).

Table 3. Stepwise multivariable regression model with fibrinogen as a dependent variable.

Dependent Independent . . . Standardized
Variable Variables Unstandardized Coefficients Coefficients p-Value
B SE B
Fibrinogen hsCRP 11.96 2.83 0.441 <0.001
CAL 26.14 9.74 0.280 0.009
Multiple R square adjusted 0.304
R 0.570
p <0.001

PD, BOP, percentage of sites with PD 1-3 mm, and PD > 6 mm were excluded from the model because they were not significant predictors
(p>0.05). Notes: hsCRP, high-sensitivity C-reactive protein; CAL, clinical attachment loss; PD, probing depth; and BOP, bleeding

on probing.

4. Discussion

This study has demonstrated that serum hsCRP and fibrinogen levels are associated
with periodontal disease and both parameters increase with periodontitis severity. In this
study, we observed a slight and progressive yet insignificant increase in MDA levels as pe-
riodontitis severity increased. Likewise, we did not find associations between periodontal
parameters and systemic MDA and 8-OHdG levels.

Previous studies suggested a multidirectional association between periodontitis and
inflammatory systemic diseases [24]; thus, patients with periodontitis are at greater risk
of developing and/or exacerbating diabetes, chronic obstructive pulmonary disease, and
cardiovascular diseases, among other conditions [25]. However, these associations re-
main controversial.

Several epidemiological studies have reported that periodontitis is related to arte-
riosclerotic events, and this association has been suggested due to the increase in serum
levels of proinflammatory and pro-oxidant markers in both diseases, such as TNF«, IL-1,
IL-6, and CRP [26-29], fibrinogen [30], MDA [18,25], and 8-OHdG [13,31]. Recently, a study
has even shown that periodontitis-especially severe-is independently associated with a con-
siderable increase in platelet count due to an increase in the systemic inflammation, which
could be a new potential link with cardiovascular disease [32]. On the contrary, some stud-
ies suggest that this association is mainly due to the existence of common risk factors [33,34].
Some studies only observed an increase in hsCRP levels in some individuals with periodon-
titis [33], and in other studies, it has been observed that patients with periodontitis showed
similar levels of hsCRP in serum compared to edentulous individuals [34]. However, a
large number of previous epidemiological studies have shown an association between peri-
odontal and proinflammatory parameters [26-30,35,36], suggesting the possible systemic
repercussions that local chronic inflammation could increase the systemic inflammatory
burden. In addition, previous studies have shown that non-surgical periodontal therapy
was effective in reducing the plasma levels of hsCRP and fibrinogen [37,38]. In line with
these findings, in this study, we observed that both serum hsCRP and fibrinogen increased
with periodontitis severity. Furthermore, we observed positive associations between pe-
riodontal clinical parameters and both inflammatory parameters, especially fibrinogen.
When we applied the stepwise method with fibrinogen as the dependent variable and all
variables correlated with fibrinogen as independent variables, we observed a significant
relationship between hsCRP and CAL, showing the interconnection between different
systemic inflammation markers and probing dependent variables with a cumulative profile.
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Therefore, we suggest that determining serum hsCRP and fibrinogen levels in patients
with periodontitis, especially in those with stage III or IV of periodontitis, can be very
useful for predicting cardiovascular results. hsCRP is very useful as it represents a global
measure of endothelial function [39], and fibrinogen strongly affects blood coagulation,
blood rheology, and platelet aggregation and directly affects the vascular wall. All these
phenomena might constitute the pathophysiological mechanisms involved in the associa-
tion between these prominent acute-phase reactants and cardiovascular events [40]. Thus,
a possible mechanism potentially linking periodontitis to atherosclerosis is the dumping
of inflammatory mediators originating from periodontal lesions into systemic circulation.
Such inflammatory mediators, including CRP, matrix metalloproteinases, fibrinogen, and
other haemostatic factors, may further accelerate atheroma formation and progression
mainly through oxidative stress and inflammatory dysfunction [41].

Most previous periodontal studies evaluated oxidative stress through the global bur-
den of ROS and guanine-derived biomarkers in saliva and gingival crevicular fluid [42-44].
However, in this current study, we evaluated fluctuations in both markers in blood and
urine; these fluctuations are more commonly related to systemic oxidative damage markers
associated with periodontal diseases, such as MDA and 8-OHdG [13,18,19,45-48].

In a recent meta-analysis, most studies on periodontitis and oxidative stress found a
significant increase in MDA levels in the saliva and gingival crevicular fluid of patients
with periodontitis compared to non-periodontitis patients [14]. However, in this systematic
review, no data on serum MDA levels were collected. In this study, we evaluated MDA
levels in serum samples. Although we did not observe statistically significant differences
in serum MDA levels among groups with different periodontitis stages, a slight increase
in MDA levels can be seen as periodontitis severity increases. Nonetheless, we did not
observe significant correlations between periodontal parameters and serum MDA levels.
Similar to our study, a previous study did not observe an association between periodon-
titis and serum MDA levels, although it showed higher saliva MDA levels in patients
with periodontitis and a significant correlation between these saliva MDA levels and pe-
riodontal parameters [49]. The lack of an association between serum MDA levels and
periodontal parameters in this study may be because this oxidative stress parameter was
evaluated in a small representative study population sample. Nevertheless, it is worthy to
note that a surprising association was found between MDA and BOP when a correlation
analysis segmenting the population by stages of periodontitis was performed. Similar
to this result, BOP showed a moderate positive correlation with serum MDA levels in a
previous study [50]. Gingival bleeding on probing is a sign of local inflammation and peri-
odontal destruction, which can increase proinflammatory marker and oxidative damage
systemic levels.

The most frequent oxidative DN A modification usually occurs at guanosine levels,
producing 8-OHdG. 8-OHdG levels were used as an index of oxidative DNA damage.
Recently, 8-OHAG has been widely used in many studies not only as a biomarker for mea-
suring endogenous oxidative DNA damage, but also as a risk factor for many diseases [48].

Previous studies have detected higher salivary 8-OHdG levels in periodontitis patients
than in healthy controls [51] and also significant correlations between salivary 8-OHdG
levels and periodontal parameters [20]. In other studies, higher serum 8-OHdG levels have
been observed in patients with periodontitis and hyperlipidemia [52], or periodontitis and
polycystic ovary syndrome [19] than in patients without periodontal disease associated
with systemic pathology. In addition, a recent systematic review with meta-analysis
identified increased levels of 8-OHdG in gingival crevicular fluid of periodontitis sites [53].
However, unlike this study, previous studies have not evaluated the urine 8-OHdG levels
in patients with periodontitis. We did not observe significant differences in urine 8-OHdG
levels between patients with different periodontitis stages. Likewise, we did not observe a
significant correlation between urine 8-OHdG levels and periodontal clinical parameters.
After DNA repair, 8-OHdG is excreted in the urine, and numerous studies have indicated
that urinary 8-OHdG is an important cellular oxidative stress biomarker [48]. Therefore,
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more studies on patients with periodontitis are required to evaluate systemic blood or
urine oxidative stress markers to determine the impact of periodontal disease on the
pathophysiology of systemic inflammatory diseases.

To the best of our knowledge, this is the first periodontal study to measure urine
8-OHdG levels to determine the effect of periodontitis on systemic pro-oxidant marker
levels. We performed a full-mouth periodontal examination, measuring six sites per
tooth for all teeth, thus obtaining more comprehensive data than studies using a partial
mouth assessment. However, this study has some limitations. The sample size was small.
Therefore, when dividing the sample by periodontitis stages, the groups could individually
lose statistical power. MDA and 8-OHdG levels were evaluated only in serum and urine
samples, respectively. The grade criterion was not used to classify the groups due to the
small sample size and the cross-sectional nature of the study. Finally, the cross-sectional
nature of this study limits its interpretability. Undoubtedly, there is still much to learn
about the association between systemic proinflammatory and pro-oxidant markers and
periodontitis and their relationship with systemic inflammatory disease risk. Further
prospective studies should be conducted to further reveal the role of periodontitis on
systemic levels of inflammatory and pro-oxidant markers and their respective consequences
on general health.

5. Conclusions

The findings of this study support the concept that periodontitis, especially advanced
periodontitis, increases systemic inflammation mediators” levels, which are atherosclerotic
disease risk factors. We observed an increase in serum of hsCRP and fibrinogen levels as
the severity of periodontitis increases. However, we did not find associations between
periodontitis severity and MDA serum levels and 8-OHdG urine levels. This suggests
the importance of early periodontal diagnosis and treatment to avoid possible future
systemic complications due to the persistence of chronic inflammation. Periodontitis, as
a local inflammatory disease, could cause an increase in inflammation and consequently
in systemic oxidative stress and could be involved in the development or exacerbation
of systemic inflammatory diseases, such as cardiovascular disease. Therefore, further
prospective studies are needed to evaluate the systemic oxidative stress marker levels
in patients with periodontitis to establish possible implications of periodontal disease in
systemic inflammatory diseases.
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