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RESUMEN

La enfermedad periodontal es una afeccion inflamatoria cronica,
compleja y multifactorial caracterizada por la destruccion de los tejidos de
soporte del elemento dentario. La patogénesis de la periodontitis estd dada
por una sinergia entre una disbiosis polimicrobiana y la respuesta
inflamatoria del hospedador la cual contribuye al dafio en los tejidos y a la

pérdida de hueso.

Ademas de los receptores de inmunidad innata tipo Toll (TLR), se han
descripto otros receptores citosélicos, que incluyen los receptores tipo Nod
(NLRs) entre ellos el NLRP3. La estimulacion de NLRP3 forma un complejo
multiproteico denominado inflamasoma que conduce a la activacion de
caspasa-1 la cual escinde pro-IL-1 e IL-18 a sus formas activas. Escasos
estudios apoyan la activacion de estas plataformas multiproteicas en la
patogenia de la periodontitis aunque con resultados controvertidos. El
objetivo general del presente trabajo fue evaluar la activacion del complejo
inflamasoma NLRP3 y respuesta inflamatoria en biopsias de tejido gingival
obtenidas de sitios con enfermedad periodontal y correlacionar su activacion
con los criterios diagnoésticos clinicos de la nueva clasificacion de las

enfermedades y alteraciones periodontales.



Se estudiaron 18 pacientes de ambos sexos, mayores a 21 afios de
edad, con/sin patologia periodontal mediante un estudio descriptivo

transversal.

Los resultados obtenidos demostraron, mediante la técnica de
inmunofluorescencia, una inmunomarcacion positiva de NLRP3, ASC y
Pancitoqueratina en los tejidos afectados por la enfermedad periodontal en
comparacion con los sanos. Por otro lado, en este trabajo de investigacion
se concluyé en que existe una correlacion entre la activacion del sistema

inflamasoma NLRP3 y el riesgo de progresion periodontal.

El entendimiento de los eventos celulares y moleculares, asi como el
papel del receptor de la inmunidad innata NLRP3 durante la enfermedad
periodontal, contribuira a responder interrogantes que son claves para el

disefio de nuevas estrategias de intervencién inmune.



“Si no conozco una cosa, la investigaré.”

Louis Pasteur


http://www.plusesmas.com/nostalgia/frases_celebres/autor/louis_pasteur_(1822-1895)_quimico_y_microbiologo_frances/

La periodontitis es una afeccion inflamatoria cronica no trasmisible de
causa multifactorial cuya patogénesis esta dada por una sinergia entre una
disbiosis polimicrobiana y la respuesta inflamatoria del hospedador la cual
contribuye al dafio en los tejidos y a la pérdida de hueso. El infiltrado
inflamatorio presente en la lesion constituye un mecanismo de defensa del
hospedero contra las bacterias del biofilm. Sin embargo, los mediadores
inflamatorios producidos para limitar la actividad de los periodontopatdgenos

paradéjicamente crean la destruccion del periodonto (1).

Un cuidadoso diagndstico periodontal reviste maxima importancia en
el manejo posterior de la enfermedad periodontal del paciente, siendo el
primer paso hacia el desarrollo de un plan de tratamiento apropiado cuya
aplicacién conduce a la resolucion de la infeccion periodontal. Los nuevos
tratamientos para las enfermedades periodontales deben focalizarse a
esclarecer la importante contribucibn de la respuesta inflamatoria del

hospedador y su relacién con la resorcién de hueso periodontal.

Este trabajo abordara la investigacion de uno de los receptores de
inmunidad innata denominado Nod Like Receptors (NLRsS) que por su
activacion forman complejos moleculares llamados inflamasomas.
Particularmente, se focaliza en el estudio de NLRP3 inflamasoma. Estas
plataformas requieren ademas de la molécula adaptadora ASC (apoptosis-

associated speck-like protein) y la activacibn de caspasa- 1 con la
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produccion de las citoquinas inflamatorias IL-1 e IL-18. Ademas, explora el
posible papel de las células epiteliales como blanco de la activacion de
inflamasomas investigando la expresion de citoqueratinas en este tipo

celular.
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“El conocimiento cientifico no necesita justificacion
sino validacién y demostracion”.

Jean-Pierre Changeux
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De la Salud a la Enfermedad Periodontal

Habitat de la cavidad oral

La cavidad oral constituye un habitat para un conjunto de
microorganismos que colonizan distintas regiones bucales y establecen una
relacion simbidtica que da origen a los denominados biofilms bacterianos, en
los cuales la diversidad y las interrelaciones que se establecen entre ellos
aseguran su crecimiento y sustento. El desarrollo y maduracién del biofilm
dental esta controlado por sistemas de comunicaciones quimicas entre los
microorganismos y la competencia del sistema inmune, intentando evitar
desequilibrios que conducirian a la generacion de patologias infecciosas. En
un estudio in vitro se demostré que cuando se exponia el biofilm bacteriano
a células epiteliales humanas se inducia a la apoptosis celular, a la
produccion de citoquinas pro-inflamatorias y simultaneamente a una

subversion microbiana a los mecanismos de defensa (2).

Dentro de la cavidad oral hay distintos microambientes, como las
superficies duras de los elementos dentarios que no descaman (incluyendo
restauraciones e implantes) y las superficies epiteliales de las mucosas que
permiten el crecimiento de distintas bacterias. Estas superficies estan
expuestas a la saliva o bien al fluido crevicular si se trata de una localizaciéon
subgingival. El tropismo especifico de las bacterias a los tejidos se define por

especificidad y avidez de adherencia, o que proporciona resistencia a las
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fuerzas mecanicas del flujo del liquido crevicular y la masticacion. Los
colonizadores primarios de las superficies orales son principalmente
anaerobios facultativos, mientras que en el area subgingival existe un mayor
predominio de anaerobios estrictos debido a las tensiones de oxigeno
reducidas. La organizacion estructural y espacial (biogeografia) de las
comunidades microbianas naturales son esenciales para las interacciones
fisicas y metabdlicas entre las distintas especies, la cual puede ser

antagonica o cooperativa (3).

Los microorganismos que asientan en las superficies de los dientes
(restauraciones/implantes) tienden a formar biopeliculas. Estas biopeliculas
han sido definidas como una comunidad de poblaciones microbianas
espacial y funcionalmente organizadas, adheridas unas a otras y/o a las
superficies o interfaces, integradas en una matriz de sustancias poliméricas
extracelulares (4). Por el contrario, los biofilms que asientan en las
superficies epiteliales requieren de una estrategia de colonizacion
especializada ya que debido a la descamaciéon de los tejidos tienen menos
tiempo para la maduracion de la biopelicula e incluso algunas de las
bacterias que la conforman pueden ingresar y crecer en los tejidos epiteliales

e incluso intracelularmente (3).

Normalmente, existe un equilibrio homeostatico entre el hospedador y
las comunidades microbianas. Se sostiene que la microbiota residente

compite y excluye a los patégenos exdégenos como un componente de
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estabilidad del ecosistema y contribuye al normal desarrollo del sistema
inmune (3). ElI microbioma gingival asociado con la salud periodontal es
estable en el tiempo y se encuentra en equilibrio dinamico con el
hospedador. La gingivitis es una condicion inflamatoria estable y, en muchos
sentidos, representa la homeostasis. Mientras que la inflamacion excesiva,
descontrolada y crénica que produce la destruccion irreversible de los tejidos
duros y blandos es conocida como periodontitis. Las bacterias asociadas a la
enfermedad periodontal son un componente muy pequefio de la microflora
subgingival en la salud y aumentan significativamente con el desarrollo de
bolsas periodontales (5). En la salud y en la gingivitis, los organismos
parecen autorregularse mediante la competencia interespecies creando una
homeostasis microbiana. Sin duda, las bacterias son la causa principal de la
gingivitis, pero es la respuesta inmune del hospedador a esas bacterias la

gue determina si la enfermedad progresa (6).

En la periodontitis, con frecuencia, se detectan organismos
gramnegativos del "complejo rojo", como Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia y Treponema denticola (7). Sin embargo, la accién de un
conjunto de patégenos periodontales pueden estimular formas mas severas
de pérdida O6sea que el desafio mono-microbiano (8). La sinergia
polimicrobiana, definida como un aumento en la capacidad de una bacteria
para colonizar / persistir 0 elevar los sintomas de la enfermedad en
presencia de otras bacterias, se extiende mas alla de los efectos de la tasa

de crecimiento e involucra la sefalizacién entre especies y las interacciones
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de respuesta (6). Hallazgos recientes sugieren que los patdgenos
periodontales, como Porphyromonas  gingivalis, pueden  modificar
suficientemente su entorno de manera favorable para su supervivencia y

estimular la disbacteriosis (8).

La inflamacion promueve un desbalance de la microbiota normal al
aumentar el flujo del liquido crevicular que transporta hacia surco gingival
productos que resultan de la destruccion del tejido como colageno
degradado y compuestos que contienen hemo. De manera que, cambios en
las condiciones ambientales pueden favorecer el crecimiento de patégenos
(actualmente denominados patobiontes) y provocar periodontitis en
individuos susceptibles (3). Un estudio reciente investigd los cambios
fisiologicos de la comunidad bacteriana asociada con la etapa inicial de la
disbiosis, y demostraron que existen ciertas actividades caracteristicas que
generan el “quiebre inicial” en la progresion de la periodontitis, tales como:
transporte de citrato, hierro, potasio, aminoacidos, biosintesis de
isoprenoide, la motilidad ciliar y flagelar. Sin embargo, el resultado mas
importante es que toda la comunidad microbiana seria la responsable de un

aumento en la virulencia que podria conducir a la progresién de la patologia

(9).

Tejidos de la cavidad bucal
Los tejidos periodontales poseen ciertas caracteristicas que permiten

la colonizacion y el desarrollo de numerosas especies de microorganismos,
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gran cantidad de ellos relacionados con la evolucion de afecciones a nivel
periodontal. El periodonto de insercidon de los elementos dentarios esta
constituido por diferentes tejidos: el cemento radicular, el ligamento
periodontal y el hueso alveolar, los cuales se encuentran protegidos del
medio bucal por el periodonto de proteccidon constituido por la encia. Para
llevar a cabo la funcion de proteccion existen tejidos adaptados con
caracteristicas especiales. Entre cada elemento dentario y la encia existe un
espacio virtual llamado surco gingival, que, en presencia de infeccién e
inflamacion, adquiere la denominacion de bolsa periodontal. El epitelio de
unioén recubre la porcidén mas apical de la vertiente interna del surco gingival.
Su estructura es bastante singular ya que no posee uniones estrechas sino
gue constituye una barrera transcelular adhesiva, permeable y altamente
especializada. Esta estructura funciona como filtro, mantiene adherida la
encia a la superficie del diente y participa activamente en la respuesta del
hospedador permitiendo, de forma selectiva, el paso de antigenos, células y
una amplia gama de moléculas defensoras hacia el surco gingival (10). El
surco gingival no hospeda solamente bacterias periodontopatégenas,
también aloja un trasudado plasmatico, denominado fluido gingival o
crevicular, el cual lo irriga continuamente y proporciona componentes
celulares y antimicrobianos del suero, como anticuerpos y enzimas, que

pueden bafar las bacterias y el frente de biofilm subgingival que avanza (1).

El epitelio de la mucosa oral es una barrera que separa los tejidos

subyacentes de su entorno. Consta de dos capas, el epitelio escamoso
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estratificado en la superficie y la lamina propia mas profunda. En la mucosa
oral queratinizada, el epitelio esta compuesto por las cuatro capas: estrato
basal, espinoso, granuloso y cérneo. En el epitelio no queratinizado, el
estrato basal va seguido del estrato filamentoso y el estrato distendum. La
mucosa oral presenta distintos fenotipos de epitelio que la recubren: la
mucosa de revestimiento, la mucosa masticatoria y la mucosa especializada.
La mucosa de revestimiento tiene un epitelio escamoso no queratinizado, es
extensible y se localiza sobre estructuras moviles como paladar blando,
mejillas, labios, mucosa alveolar, fondo de surco vestibular y piso de la boca
y se encuentra unida libremente a las estructuras adyacentes por un tejido
conectivo rico en elastina. La mucosa masticatoria es la cubierta protectora
rigida y resistente de la encia y el paladar duro, firmemente unida al hueso
subyacente por tejido conectivo denso y su epitelio estd queratinizado. La
mucosa especializada se localiza en el dorso de la lengua y muestra un
epitelio queratinizado que incluye papilas linguales y gustativas como

estructuras especializadas.

La barrera epitelial oral es el resultado de numerosas interacciones
proteicas estructurales y funcionales que dan como resultado la capacidad
de responder a diversas influencias exdgenas, posiblemente téxicas. Los
epitelios escamosos poseen propiedades estructurales como estratificacion y
cornificacién de los queratinocitos e interacciones especificas de célula a
célula para mantener su funcion de barrera. Ahora se reconoce que las

células epiteliales no son espectadores pasivos, Sino que son
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metabdlicamente activas y capaces de reaccionar a estimulos externos
sintetizando una serie de citoquinas, moléculas de adhesion, factores de
crecimiento, quimioquinas y metaloproteasas de la matriz (11). Los tejidos
gingivales brindan defensa para resistir las fuerzas de friccion de la
masticacion, asi como para defender los tejidos blandos contra el desafio

guimico o microbiano (12).

Las citoqueratinas son un componente principal del citoesqueleto
epitelial y pertenecen al grupo de filamentos intermedios de proteinas
citoesqueléticas. La distribucion de las citoqueratinas es muy especifica y
varia segun el tipo de epitelio, el sitio y el grado de diferenciacién, por lo que
la expresion de queratina es un marcador sensible y especifico de
diferenciacion en las células epiteliales (13). En los tejidos gingivales y
epidérmicos como ejemplos de epitelios cornificantes, las queratinas K1 y
K10 estan presentes mientras que los epitelios de la mucosa bucal o del
esbfago las queratinas K4 y K13 son las que principalmente se expresan.
Las células epiteliales suprabasales del paladar duro y la encia expresan
ademas K2. Aparte del patrén de queratina expresado por la encia adherida,
algunas células epiteliales especializadas dentro de la encia muestran un
patrén de queratina distinto. El epitelio sulcular y las células del margen
gingival expresan K4 y K13. Por el contrario, el epitelio de unién adyacente a

la superficie del diente sintetiza K8, K13, K16, K18 y K19 (14).
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La composicion de la barrera epitelial gingival es bastante compleja
ya que su estructura se compone de una gran cantidad de moléculas
diferentes. Para mantener su funcion, los epitelios estratificados, incluida la
mucosa oral, tienen que mantener una estrecha adhesion célula a célula que
implica uniones intercelulares estrechas y adherentes que se conectan al

citoesqueleto de actina.

Respuesta inflamatoria en la enfermedad periodontal

En las primeras etapas del proceso patologico, mientras el periodonto
esta clinicamente sano, la colonizacion bacteriana inicial se encuentra
confinada al margen gingival. En este estado, el fluido crevicular es
relativamente escaso y esta constituido sobre todo por un trasudado de
proteinas plasmaticas, que fluye de los tejidos gingivales hacia el surco
gingival. Sin embargo, al cabo de 2-4 dias de acumularse la biopelicula
bacteriana, empieza la lesion inicial de gingivitis. Un aumento en la
permeabilidad de los vasos sanguineos subepiteliales, con la consiguiente
salida de plasma de la circulacion ocasiona eritema, edema y pérdida del
punteado en el tejido conectivo gingival y la formacion de bolsas y sangrado
al sondaje. Este exudado es esencialmente un medio de crecimiento de
sostén de las células y los tejidos del hospedador pero también puede actuar
como una excelente fuente de nutrientes para los gérmenes subgingivales y
contiene factores que son necesarios para la proliferacion de ciertas
especies bacterianas patdgenas. A nivel histoldégico también se observa la

presencia de un exudado de neutrofilos polimorfonucleares, que migran
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desde el tejido hacia el surco gingival, y que producen mediadores
guimiotacticos y vasoactivos que perpetian la respuesta inflamatoria del

hospedador (15).

La gingivitis acontece con un estado inmuno-inflamatorio controlado
que resulta en la pérdida de colageno local pero no compromete la
integridad de los tejidos de soporte del diente y es reversible tras la
resoluciéon de la inflamacién. Sin embargo, esta lesion inflamatoria crénica
en ciertos individuos puede convertirse en una periodontitis destructiva e
irreversible, que conlleva la destruccion de los tejidos periodontales de
soporte del elemento dentario (6). El metabolismo microbiano y los
productos de la respuesta inmune del hospedador derivados del dafio de los
tejidos sumado a la profundizacién del surco gingival, facilitan el crecimiento
y la dominacién de la comunidad microbiana por microorganismos asociados
a un estado disbhiético. Una vez que la comunidad ha hecho la transicién
hacia el desequilibrio bacteriano, éste persistira por un periodo prolongado

de tiempo (3).

Cuando se supera la barrera epitelial comienza a actuar la respuesta
inmunitaria adaptativa, en la cual las citoquinas conforman uno de los
elementos claves. Estas son una serie de proteinas que median las
interacciones complejas entre los linfocitos, las células inflamatorias y otras
células del tejido conectivo, siendo su funcién asistir en la regulacion y el

desarrollo de células inmunes efectoras y establecer la comunicacién entre
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una célula y demas funciones efectoras directas (autocrina-paracrina-
endocrina). El desarrollo y la regulacion de una respuesta inmunitaria
dependen en gran parte de la produccion local de cierta cantidad de
citoquinas que pueden determinar si la respuesta sera protectora o no (16).
Estas citoquinas son producidas por distintos tipos de células en el
periodonto, tales como fibroblastos, células endoteliales, macréfagos,
osteoclastos, células epiteliales, leucocitos polimorfonucleares, monocitos,
linfocitos y mastocitos. Junto a la sintesis de los mediadores de la
inflamacion por parte de los monocitos, también se produce la presentacion
de los antigenos. Este componente de la respuesta del hospedador
desencadena la respuesta inmunitaria de adaptacién, con una respuesta
inicial de los linfocitos T cooperadores de tipo 1 (proinflamatoria, IL-2, TNF e
interferon y) y un posterior cambio hacia una respuesta dominante de
linfocitos T cooperadores de tipo 2 (antiinflamatorios, IL 4, 5, 10 y 13 vy
linfocitos B que se diferencian a células plasmaticas productoras de

inmunoglobulinas) (17).

De manera que, la etiologia de la periodontitis es multifactorial, mas
especificamente polimicrobiana y hospedador dependiente, pero la
patogénesis es inflamatoria caracterizada por una falla en la resolucion de la
inflamacion que tiene un impacto directo en el microbioma del hospedador
gque amplifica aln mas la respuesta iniciando un ciclo que deriva en la

pérdida de la integridad de los tejidos, pérdida de insercion y pérdida 6sea.
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Estudios han demostrado que durante la pérdida 6sea se produce un
proceso de degradacion extracelular que libera péptidos de los extremos
carboxi- y aminoterminal de las moléculas de protocolageno que son los que
pasan al torrente sanguineo (18) (19) o bien saliva (20) y constituiria un
biomarcador de resorcién 0sea (beta crosslaps - BCTX) que podria ser de
utiidad en la practica clinica para el diagnéstico de la enfermedad

periodontal.

La respuesta aberrante del hospedador puede manifestarse como una
hiper o hiporreactividad y/o una falta de resolucion de las reacciones
inflamatorias (21). La resoluciéon de la inflamacion, el retorno de la
homeostasis tisular y el restablecimiento de un microbioma con una
biopelicula verdaderamente comensal que estd en relacion homeostéatica
con el hospedador no parece ocurrir espontaneamente debido a la gran
carga bacteriana y la diversidad de especies impulsado por el entorno
inflamatorio y la bolsa periodontal. EI microbioma de la placa subgingival
disbidtica impulsa una mayor inflamacion que perpetia la enfermedad. La
respuesta inflamatoria y el microbioma residente estan vinculados en un
equilibrio bidireccional en la salud y un desequilibrio bidireccional en la
enfermedad. Si esta interaccién constante entre los microorganismos y la
respuesta inflamatoria del hospedador se considera un continuo circuito de
alimentacion autosostenible, entonces se hace evidente que las bacterias
especificas no pueden considerarse agentes causales iniciales en la

patogénesis de la periodontitis. Lo mas probable es que las bacterias
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especificas que hasta ahora se han identificado como asociadas con
periodontitis aparecen debido al desarrollo de la enfermedad y como
contribuyentes tardios. Es importante comprender la secuencia temporal y
espacial de eventos en periodontitis y formacion de bolsas periodontales,
porque la inflamacion siempre precede al sobrecrecimiento del "patégeno
periodontal”. Por lo tanto, parece probable que sea la respuesta del
hospedador y no los microorganismos per se, la que determina el resultado
final de las interacciones microorganismos/hospedador dentro de las bolsas

periodontales (6).

Inmunidad innata del tejido oral

La inmunidad innata del tejido oral esta representada por células
como macréfagos, células dendriticas, linfocitos natural Kkiller (NK),
polimorfonucleares neutrofilos (PMN) y mastocitos. Elementos importantes
en esta respuesta estd constituida por un conjunto de receptores de
reconocimiento de patrones (PRRSs), los cuales son capaces de reconocer
diferentes ligandos o patrones moleculares presentes en los patdgenos
(PAMPs). Las células epiteliales expresan varios PRRs como, receptores
lectina tipo C (CLRs), inducible por acido retinoico acido (RLRS), receptores
tipo Toll (TLRs) y los Nod like receptors (NLRs), estos ultimos son capaces
de ensamblar diferentes plataformas denominadas inflamasomas vy sintetizar
una variedad de citoquinas y quimioquinas proinflamatorias. Las bacterias
orales residentes interaccionan permanentemente con las células epiteliales

del hospedador. Dependiendo de su composicion, las biopeliculas modifican
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diferencialmente las respuestas inmunitarias celulares del epitelio. Los
principales patégenos periodontales como Porphyromonas gingivalis poseen
una serie de estrategias diferentes para escapar de la inmunidad innata y
sobrevivir en los tejidos, lo que afecta la barrera epitelial al modificar la

expresion e integridad de las diferentes uniones célula-célula (22).

Los PAMPs pueden ser de diversos origenes: glucidicos (B-glucano),
proteicos (flagelina) o componentes de la pared celular bacteriana tales
como el peptidoglicano y el lipopolisacarico (LPS), y todos ellos son
reconocidos por el sistema inmune innato. Dependiendo de los PRR, las
células epiteliales pueden secretar citoquinas, quimioquinas e incluso
promover la adhesion y diferenciacion de neutréfilos a través de la
interaccién con bacterias y sus productos; lo que nos indica que las células

epiteliales juegan un rol critico en la respuesta inmune (23).

Para explicar como el sistema inmune es capaz de distinguir bacterias
comensales no patogénicas de microorganismos patogénicos, se sugirio que
la activacion del sistema inmune no se basa solamente en el reconocimiento
de PAMPs, sino también en la presencia de patrones moleculares asociados
a dano (DAMPs, del inglés danger-associated molecular patterns), tales
como cristales de acido urico, ATP (Adenosina trifosfato), HMGB1 (del
inglés, high mobility group box 1) o proteinas de choque térmico (HSP) 70 y

HSP 90, que son liberados por células dafiadas. Durante las infecciones, el
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organismo sufre dafio tisular y lisis celular que desencadenan la liberacion
de moléculas del propio organismo o DAMPs, y el reconocimiento de estos
DAMPs por el sistema inmune va a permitir, ademas de detectar la infeccion
y reclutar mas células inmunes, iniciar la reparacion del tejido dafiado (6).
Por lo tanto, el sistema inmune innato no solo inspecciona el ambiente
celular en busca de patdégenos invasores, sino que también es capaz de
reconocer los dafios que éstos causan, debido a la aparicion de estrés tisular

(24).

Se ha demostrado que la IL-1 B, IL-4 e IL-8 funcionan en concierto
con otros miembros de la red de citoquinas para regular la respuesta

inflamatoria en la lesién (23).

La union del PRR a su ligando induce una cascada de sefializacion
qgue genera multiples efectos, incluida la activacion de células del sistema
inmune innato y la produccion de citoquinas/quimioquinas para reclutamiento
de células inmunes al sitio de infeccion o dafio tisular. Una funcion clave del
sistema inmune innato es la activacion de los NLRs inflamasomas; en

respuesta a PAMP o DAMP (25).

Los inflamasomas son complejos multiproteicos citosolicos que
desencadenan la activacién de las caspasas inflamatorias- 1 (inflamasoma
canbnico) y 11 (inflamasoma no candnico). La conversion de las pro-

caspasas en proteasas enzimaticamente activas, daré lugar a la produccion
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de las citoquinas proinflamatorias activas IL-1p e IL-18, asi como también
conducira a la muerte celular. Los inflamasomas candnicos estan formados
por un receptor citosélico PRR (bien NLR o ALR), una molécula adaptadora
ASC (del inglés apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD -
caspase recruitment domain) que también se conoce como Pycard y una
proteasa de cisteina llamada caspasa-1 (26). La secuencia de eventos que
lleva al ensamblaje del inflamasoma aun no esta totalmente dilucidada en

cada uno de los inflamasomas que pueden originarse.

Los inflamasomas se activan en las células mieloides, incluidos los
monocitos, los macréfagos, las células dendriticas y los neutrofilos. Sin
embargo, también pueden activarse en los queratinocitos, los fibroblastos
gingivales y dérmicos, y las células epiteliales de la mucosa. La activacion
del inflamasoma es un proceso altamente inflamatorio que a menudo es
iniciado durante infecciones ocasionadas por patégenos o durante la
inflamacion estéril por deteccion de desechos proinflamatorios. Su activaciéon
induce la maduracion de las citoquinas proinflamatorias interleuquina-13 e
interleuquina-18 a través de su escision por la caspasa-1. Con la excepcién
de los monocitos humanos, la activacion del inflamasoma requiere de dos
sefales secuenciales para que se produzca la formacion y activacion del
inflamasoma. La primera sefial estd dada por la regulacion positiva
transcripcional y traslacional de los componentes del inflamasoma, la
caspasa-1 y la interleuquina-1B. El segundo propdésito es la modificacion

postraduccional del PRR y la molécula adaptadora, ASC (23). La pre-
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activacion del inflamasoma se produce mediante el reconocimiento de varios
PAMP o DAMPS que activan un subconjunto de multiples receptores tipo
Toll, NOD1 o NOD2, o por las citoquinas, el factor de necrosis tumoral (TNF)
y la IL-1B, que conducen a una regulacion positiva transcripcional de los
componentes del inflamasoma principalmente a través de la activacion del
factor de transcripcién factor nuclear-kB (NF-kB). Luego de su activacion
pone en movimiento el ensamblaje continuo del inflamasoma por la union de
PRR al adaptador ASC seguido de la union de caspasa-1 a ASC (27) (28)

(29) (30) (31).

Activacion del inflamasoma NLRP3

El inflamasoma NLRP3 (también Illamado NALP3, PYPAF1l o
criopirina), es el inflamasoma mejor caracterizado hasta la fecha y en el que
se centrara este estudio. Este inflamasoma contiene elementos tipicos de los
NLRs: el dominio LRR, el dominio NBD o NOD y el dominio PYD N-terminal.
En respuesta a un estimulo activador del inflamasoma NLRP3, la proteina
NLRP3 oligomeriza. Una vez que oligomeriza, la proteina NLRP3 recluta la
proteina adaptadora ASC a través de interacciones de los dominios PYD.
Durante esta activacion, se forma un Unico agregado por célula, que es el
encargado de reclutar y activar la caspasa-1 a través de interacciones de los
dominios CARD. La activacion de la caspasa-1 desencadena finalmente un
proceso de muerte celular inflamatoria conocido como piroptosis, que va

precedida por la liberacién de citoquinas proinflamatorias.
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El inflamasoma NLRP3 es una plataforma que conduce a la activacion
de caspasa-1, que controla la maduracion y secrecion de las interleuquinas
IL-1B8 e IL-18, cuyas actividades proinflamatorias producen una respuesta a
infecciones y a dafo en el organismo de forma directa. El “priming” ocurre a
través de la activacion de receptores que sefializan via MyD88/TRIF o bien a
través de otras vias de PRRs capaces de activar NF-kB, como las que
incluyen los TLRs, IL-1R, TNFR (tumour necrosis factor receptor) y NOD2. El
principal papel del “priming” es aumentar la producciéon de NLRP3 hasta que
la célula alcance los niveles necesarios para el ensamblaje del inflamasoma
por un segundo estimulo. También se debe inducir la produccion de pro-IL-
18 a través de NF-kB (23) (25) (32) (26). Una vez que las células han sido
preactivadas, es necesario activar la caspasa-1 para que se produzca la
maduraciéon de pro-IL-1B. Existen numerosos estimulos capaces de
desencadenar el ensamblaje del inflamasoma NLRP3, aunque los
mecanismos a través de los que tiene lugar dicha activacion adn no estan
totalmente dilucidados. Entre la amplia variedad de sefiales capaces de
activar el inflamasoma se encuentran microorganismos como parasitos (33),
bacterias, virus y patdgenos fungicos, asi como también toxinas formadoras
de poros derivadas de bacterias. Ademas de estas sefiales asociadas a
patdgenos, también existen diversas sefiales de estrés celular capaces de

activar el inflamasoma NLRP3, como el ATP extracelular.
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Sin embargo, NLRP3 no solo se expresa en células inmunes, sino
también en algunas células no inmunes como las células epiteliales y

osteoblastos (34).

Recientes estudios apoyan la activacion de estas plataformas
multiproteicas en la patogenia de la enfermedad periodontal aunque con

resultados controvertidos. (23) (25) (35) (36) (37) (38) (39) (40).

El presente trabajo analizé el estudio de receptores de la inmunidad
innata como el inflamasoma NLRP3 cuya activacion en el contexto
bacteriano induciria células inmunes y moléculas inflamatorias, algunas
vinculadas en el metabolismo 6seo, los cuales constituyen actores claves en

la patogénesis de la enfermedad periodontal.
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OBJETIVOS

“Soy de las que piensan que la ciencia tiene una gran belleza. Un cientifico en su
laboratorio no es sélo un técnico: también es un nifio colocado ante fenémenos naturales
gue lo impresionan como un cuento de hadas.”

Marie Curie
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Objetivo general:

 Evaluar la activacion del complejo inflamasoma NLRP3 y respuesta
inflamatoria en biopsias de tejido gingival obtenidas de sitios con
enfermedad periodontal y correlacionar su activacion con los criterios
diagnosticos clinicos de la nueva “Clasificacion de las enfermedades y
alteraciones periodontales 2017” establecida por la Academia Americana de

Periodontologia (AAP) y la Federacion Europea de Periodontologia (EFP).

Objetivos especificos:

En pacientes con enfermedad periodontal y con salud clinica
periodontal evaluar:

o La activacion del complejo inflamasoma NLRP3 y respuesta
inflamatoria en biopsias de tejido a través del estudio de la proteina ASC,
NLRP3 y pancitoqueratina en el tejido gingival de lesiones de pacientes
con enfermedad periodontal.

o Los cambios histopatoldgicos en secciones de tejido gingival
con patologia periodontal en secciones de tejido coloreadas con
hematoxilina y eosina.

o La asociaciéon de la activacion del complejo inflamasoma
NLRP3 con el riesgo periodontal.

o La asociacion de la activacion del complejo inflamasoma
NLRP3 sobre los parametros clinicos de los sitios de donde se obtuvo la
muestra (nivel de insercion clinica, profundidad de sondaje, registro de placa
bacteriana y registro de hemorragia).
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MATERIALES Y METODOS

“Usa el método cientifico: probando
varias veces, llegaras a la verdad.”

Marco Tulio Cicerén
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Seleccidn de pacientes

Se estudiaron 18 pacientes de ambos sexos, mayores a 21 afios de
edad, con/sin patologia periodontal mediante un estudio descriptivo
transversal, de los cuales se obtuvieron 14 muestras de tejido gingival (n:3

corresponden al grupo control y n:11 al grupo de estudio).

La metodologia para la incorporacion de los pacientes fue la

siguiente:

1. Admision: en ese momento se confecciond la historia clinica y se
firm6 el consentimiento informado el cual ha sido avalado y aprobado
previamente por el Comité de Bioética de la Facultad de Odontologia - UNC
(asignandole como n° de Repis: 36).

2. Confecciéon de la ficha periodontal y diagnéstico de enfermedad
periodontal.

3. Obtencion de la muestra de tejido gingival.

Se establecieron como criterios de exclusion para esta investigacion:

. Pacientes que recibieron tratamiento terapéutico con
antibiéticos, antiinflamatorios, contraceptivos o glucocorticoides durante un

periodo de 6 meses previos al inicio del estudio.
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. Pacientes que recibieron tratamiento periodontal durante un
periodo de 6 meses previos al inicio de la investigacion.
. Pacientes fumadores.

. Pacientes embarazadas o en periodo de lactancia.

Determinacion de estado periodontal

El método objetivo disponible para evaluar y clasificar la inflamacion
gingival es el registro de “hemorragia al sondaje” (RH %) (41). Este ha sido
considerado como un posible predictor de enfermedad periodontal (42) (43)
(44). Sin embargo, como la hemorragia en estas situaciones es inducida por
la penetracion de la sonda periodontal, fue necesario poner gran atencion
durante el procedimiento para evitar errores en su interpretacion. Este
registro es calculado como la proporcién de zonas sangrantes (evaluacion
dicotomica si/no) al ser estimuladas por una sonda periodontal con una
fuerza controlada (0,2 N) en el extremo apical del surco en 6 localizaciones
(mesiovestibular,  vestibular, distovestibular, = mesiolingual, lingual,
distolingual) de todos los dientes presentes. EI método elegido para
determinar la gravedad de este registro se basO en porcentajes
estableciendo la clasificacién (45):

-leve: <10 %

-moderada: 10-30 %

-grave: = 30 % de las localizaciones
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El método para registrar el biofilm bacteriano supragingival (RBB) se
calcul6 como la proporcion de sitios con biofilm positivo (evaluacion
dicotomica si/no) al ser evaluados recorriendo con sonda periodontal la zona
préxima al margen gingival en cuatro localizaciones (mesiovestibular,
vestibular, distovestibular y lingual/palatino) de todos los elementos dentarios
presentes. Cabe destacar que cuando su valor es superior al 20 % dificulta
la posibilidad de mantener un equilibrio entre el hospedador y las bacterias
favoreciendo posibles infecciones (46) es por ello que se estableci6 como
punto de quiebre este porcentaje para determinar su influencia en la
patologia y se considero la siguiente clasificacion (47):

-bajo: <20 %

-elevado: = 20%

Ademas, se realizaron registros de profundidad de sondaje (PS) y
nivel de insercion clinica (NIC) expresados en mm Yy registros de
hipermovilidad. Las piezas dentarias fueron examinadas en seis sitios por
elemento dentario utilizando una sonda periodontal tipo North Carolina
(mesiobucal, bucal, distobucal, linguobucal, lingual, distolingual) para los
registros de NIC, recesion y PS. Mientras que el registro de hipermovilidad
se realiz6 por elemento dentario. Ademas, se realizaron estudios
radiograficos para confirmar diagndstico clinico periodontal y descartar otras

patologias.
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Se consider6 profundidad de bolsa a la distancia del margen gingival
al fondo de la bolsa, se mide por medio de una sonda graduada en

milimetros.

Se considerd nivel de insercion clinica a la distancia desde el limite
cemento-adamantino hasta el fondo de la bolsa, se mide con una sonda
graduada en milimetros. Nos indica los milimetros perdidos de insercion

periodontal.

Todos los registros fueron realizados por el mismo investigador y los
datos obtenidos fueron registrados electrénicamente mediante un software

denominado Go-Probe (Florida Probe Corporation, Florida, USA).

Se aplicé la nueva “Clasificacion de las enfermedades y alteraciones
periodontales 2017” establecida por la Academia Americana de
Periodontologia (AAP) y la Federacion Europea de Periodontologia (EFP),

para definir los casos analizados en este trabajo (48).

Se defini6 como concepto de salud clinica, segun se considere al
sitio o la boca en su conjunto (paciente), como un sitio que presenta salud
clinica en un periodonto intacto, cuando no hay sangrado al sondaje, eritema
ni edema, y que presenta niveles fisioldgicos éseos (rango de 1 a 3 mm
apical al limite amelocementario) (45). Mientras que un paciente es

considerado un "caso de periodontitis" cuando (49):
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1. Se detecta pérdida de insercion clinico interdental en dos o mas
dientes no adyacentes, o

2. Se detecta pérdida de insercion clinica en caras libres 23 mm con
PS =3 mm en 22 dientes pero la pérdida de insercidn clinica no se debe a
situaciones diferentes a la periodontitis como causas relacionadas con

a) recesion gingival de origen traumatico;

b) caries dental que se extiende en el area cervical del diente;

c) presencia de pérdida de insercidon clinica en distal de un
segundo molar asociado a la mala posicion o extraccién de un tercer
molar,

d) lesion endoddntica que drena a través del periodonto
marginal;

e) ocurrencia de una fractura o fisura vertical de raiz.

3. Un caso individual de periodontitis debe caracterizarse utilizando el
ESTADIO y el GRADO de la enfermedad. El ESTADIO depende en gran
medida de la gravedad de la enfermedad y la presentacién, asi como la
complejidad del tratamiento de la enfermedad y ademas incluye una
descripcion de la extensién y distribucion en la denticion. EI GRADO
proporciona informacion sobre las caracteristicas biolégicas de la
enfermedad incluyendo: la historia y analisis basada en la tasa de progresion
de la periodontitis, la evaluacion de riesgo de mayor progresion y el andlisis

de posibles pobres resultados del tratamiento.
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Determinacion del riesgo periodontal
Para determinar el riesgo de avance periodontal se considero el

grafico de arafa (sistema Go-Probe) que muestra seis variables a evaluar

(50)

- El porcentaje de sangrado al sondaje

- El nimero de bolsas periodontales mayores a 4 mm

- El nimero de dientes perdidos

- La pérdida de soporte periodontal en relacion a la edad del
paciente

- Condiciones sistémicas y genéticas

- Factores ambientales, como el habito de fumar.

Porcentaje de localizaciones con sangrado al sondaje: El sangrado al
sondaje refleja cual es el estado de inflamacién de los tejidos periodontales y
cudl es el grado de higiene oral del paciente, aunque no esta claro cudl es el
valor a partir del cual aumenta el riesgo. En este diagrama se ha establecido
gue entre un 0-9% el riesgo es bajo, entre un 10-25% el riesgo es medio y

mayor a 25% es alto.

Prevalencia de bolsas periodontales mayores a 4 mm: Segun Lang y
Tonetti (50), individuos con hasta 4 bolsas periodontales mayores a 4 mm se
consideran que estan en bajo riesgo, de 4 a 8 bolsas en riesgo moderado y

mas de 8 bolsas en riesgo alto.
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Pérdida de dientes de un total de 28: Aunque no conozcamos las
razones de las pérdidas dentarias, el numero de dientes refleja la
funcionalidad de la denticion. No esta claro que las arcadas reducidas sean
menos funcionales o que conduzcan a una disfuncion mandibular, sin
embargo, el numero de dientes parece reflejar la historia de enfermedades
orales o traumas a los que han estado sometidos los dientes, por lo que
parece logico incluir este parametro en el analisis del riesgo. Se considera
gue los pacientes que han perdido hasta 4 dientes de 28 se encuentran en
bajo riesgo, de 4 a 8 dientes en riesgo moderado y mas de 8 dientes en

riesgo alto.

Pérdida de insercion en funcidén de la edad: La pérdida de insercion
en funcién de la edad del paciente parece ser un buen predictor del riesgo
de una futura pérdida de insercion y de la progresion de la patologia. En
base al porcentaje de pérdida 6sea radiogréafica y la division entre la edad
del paciente, se establece un cociente cuyos valores determinan el riesgo de
recurrencia de la enfermedad. Valores de hasta 0.5 implican un bajo riesgo,

entre 0,5-1 un riesgo moderado y mayor a 1 un riesgo elevado.

Condiciones sistémicas: patologias como la diabetes mellitus estan
asociadas con un mayor riesgo y severidad de la enfermedad periodontal,
ademas de una peor respuesta al tratamiento, especialmente en aquellos
pacientes que tienen un mal control de la glucemia. Es por ello razonable

pensar que los pacientes diabéticos se encuentren en un riesgo elevado de
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recurrencia de la enfermedad. Otro aspecto que se tiene en cuenta en este
apartado es el de los polimorfismos genéticos. La presencia de una
condicion que modifique el avance de la patologia determina que el sujeto se
encuentra en un riesgo elevado, mientras que la ausencia implica un riesgo

bajo.

Tabaco: El tabaco constituye uno de los factores de riesgo mas
importantes asociados a la enfermedad periodontal. El tabaco se ha
asociado a una peor higiene oral y a alteraciones del sistema inmunolégico
y, con ello, a una menor capacidad de defensa frente a los periodonto-
patdgenos, lo que determina una mayor severidad de la enfermedad
periodontal sumado a una respuesta deficiente al tratamiento. Es por ello
gue parece razonable pensar que los pacientes fumadores poseen un mayor
riesgo de recurrencia de la enfermedad. Se considera que los pacientes no
fumadores y los exfumadores de mas de 5 afios se encuentran en bajo
riesgo de recurrencia, los fumadores de menos de 20 cigarrillos al dia en

riesgo moderado y los de mas de 20 en riesgo alto.

Una vez analizados los factores antes mencionados, es necesario

determinar el riesgo del paciente. Se considera:

Riesgo bajo: cuando posee los 6 parametros dentro de la zona de

bajo riesgo, o como mucho, uno en el de riesgo moderado.
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Riesgo moderado: cuando posee por lo menos 2 parametros en la
categoria de riesgo moderado y como mucho uno en el de riesgo alto.
Riesgo alto: cuando posee por lo menos 2 parametros en la

categoria de riesgo alto.

Muestras de biopsias de tejido gingival.

Las muestras de tejidos gingivales sanos (grupo control) fueron
obtenidos, previa anestesia local del sitio seleccionado, retiro de placa
supragingival y aislamiento relativo con torundas de algodon, en sitios sin
pérdida de insercion y con PS igual o inferior a 3 mm y sin evidencia
radiografica de pérdida 6sea, durante el procedimiento quirdrgico en
elementos dentarios que requieran un alargamiento de corona clinica a los
fines de restaurarlos o bien que requieran su exodoncia por indicaciones
ortodoncicas. Mientras que las muestras de tejidos gingivales enfermos
(grupo estudio) fueron obtenidas durante el tratamiento periodontal, siendo

elementos con indicacion de exodoncia debido a su prondstico desfavorable.

Las muestras de tejidos fueron fijadas con formaldehido al 10 % V/V
en PBS 1x, y posteriormente deshidratadas en sacarosa 30% p/V en PBS 1x

para luego conformar tacos de OCT y realizar cortes de 5 a 7 micras.

Algunas muestras se utilizaron para llevar a cabo la técnica de
hematoxilina/eosina vy otras para inmunofluorescencia. Para

inmunofluorescencia las muestras fueron bloqueadas con PBS y BSA al 2%
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(p/v) e incubadas over-night a 4°C con anticuerpos primarios anti-ASC (EMD
Millipore, California, USA), anti-NLRP3 (Abcam, Cambridge, England) y anti-
pancitoqueratina (Santa Cruz Biotechnology, Texas, USA). Después del
lavado, las secciones se incubaron con el anticuerpo secundario marcado
con un fluorocromo (Alexa 546 y Alexa 488). Los nucleos fueron coloreados

utilizando fluorocromo Hoechst 33258 (2 pug/ml).

Andlisis estadistico

Los datos se presentan como media + desviacion estandar.

Se empleo para evaluar la correlacién entre las variables cualitativas
el test de Chi-cuadrado (Prueba exacta de Fisher) mientras que las variables
cuantitativas estudiadas fueron comparadas usando Test de Wilcoxon Mann-
Whitney. Para determinar la relacion entre las variables analizadas se utilizo
el programa GraphPad Software. Se consider6 como valor

estadisticamente significativo p < 0.05.
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RESULTADOS

“Existe un principio que se resiste a toda informacion, que
se resiste a toda investigacion, que nunca

deja de mantener al hombre en una ignorancia

perenne. . . Es el principio de desestimar

lo que no se ha investigado.”

Herbert Spencer
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Se estructuran los resultados en funcién de los objetivos sefialados.
En el primer apartado se analizan las caracteristicas clinicas entre los
grupos estudiados, luego se analiza la activacion del inflamasoma en
biopsias de tejido gingival mediante la técnica de inmunofluorescencia y se
describen las caracteristicas morfologicas de los cortes para posteriormente
asociar los datos obtenidos con los parametros clinicos y el riesgo

periodontal.
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Figura 1. El caso N°1 se trata de un caso de periodontitis Estadio |l: porque presenta una pérdida de insercion

interdental en la zona mas significativa entre los 3-4 mm, profundidad de sondaje menor a 5mm, pérdida 6sea

mayormente horizontal y pérdida 6sea radiografica con una extension que alcanza el tercio coronal de la raiz. De

extension generalizada porque afecta mas del 30% de los elementos dentarios y Grado B porque presenta un

porcentaje de pérdida ésea en relacién a la edad mayor a 0.25 hasta 1 (0.49) con la destruccién proporcional a los

depositos de biofilm.

DIEGROsICo

322 30 333 333 a3 sm a: aza
B3t oi0 620 831 bat oon e ol

24 Sgider Graph
e
E o
|
0 | sergcs
o
|
u
O | s
G
R
o |-
M
B
Pe——
1
e
: ety L 10 5ty
T |
|| st
: |
LY -
|
ray
| sz b
o ey g
o e S L S e Vs St e o e
: e T G e P e e 1 £ T L e e e
S S S ————————
’ ;wmmn‘:? e T 43t R AT T RS TS TSR A Gy AF TR SRR
i
[ - P
@ e S,
3 — e
gp_ [ o < e
e .
e Tl o o e £ B e

e T —————y
P o) 20 8 400 P o LSRRI AR

L L m———y
P 735508 5430 P e LRI

Figura 2. El caso N°2 se trata de un caso de periodontitis Estadio IV porque presenta una pérdida de insercion

interdental en la zona mas significativa mayor a los 5 mm, profundidad de sondaje mayor a 6mm, pérdida 6sea

vertical mayor a 3 mm, pérdida 6sea radiografica con una extension que alcanza el tercio medio/apical de la raiz en
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varios sitios y movilidad grado Il en el elemento 27. De extension localizada porque afecta menos del 30% de los

elementos dentarios y Grado C porque presenta un porcentaje de pérdida 6sea en relacion a la edad mayor a 1

(1.40), la destruccion supera las expectativas segun los depésitos de biofilm.

PR n =z nowua=

v
e Spidar Graph
4 |
E s g
| |
0 | s
B |
9| e
T |
O | ntcns
g |
a
NE=
M |
i
PR ax
}
-
- |
HE = I
T
1| s
N |
5 et
L -
|
.
| ORI
B e o
¢ B R e e e
p et e e e T e L s
J— S S Y S ———————
p S R T D e e T
= ¥
e - Pam—
L 3 e sy, O g,
2 e e
E;! e e o v ot s e e g i v
9 = .
TR e S i B b

e U242 6,142, O e LUARID A2

By T ———

- Ty T — =

Figura 3. El caso N°3 se trata de un caso salud periodontal en un periodonto intacto porque no se detecta pérdida

de insercién clinico interdental ni pérdida ésea radiogréafica, presenta una profundidad de sondaje menor o igual

3mm y presenta hemorragia al sondaje menor a al 10%.

333
835 ™

THEGRORICe

Pr s U230 8 2130 P e LA 35

YT ————)

rEZPIDOIZO00-—DMT

Spider Graph

FELEETE]

L T —

i e
Tl g

N

1t a3 g . ri et .7 e

10628 A gy v mn
ek s 2V 304 2131 P e LGN 435

Figura 4. El caso N°4 se trata de un caso de periodontitis Estadio Il porque presenta una pérdida de insercion

interdental en la zona mas significativa entre los 3-4 mm, profundidad de sondaje menor a 5mm, pérdida 6sea

mayormente horizontal y pérdida 6sea radiografica con una extension que alcanza el tercio coronal de la raiz. De

extension generalizada porque afecta mas del 30% de los elementos dentarios y Grado C porque presenta un
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porcentaje de pérdida 6sea en relacién a la edad mayor a 1 (2.22), cuya destruccién supera las expectativas segin

los depésitos de biofilm.
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Figura 5. El caso N°5 se trata de un caso de periodontitis Estadio Il porque presenta una pérdida de insercion
interdental en la zona mas significativa mayor a los 5 mm, profundidad de sondaje mayor a 6mm, pérdida 6sea
vertical mayor a 3 mm y pérdida ésea radiogréafica con una extensiéon que alcanza el tercio medio/apical de la raiz
en varios sitios. De extension generalizada porque afecta mas del 30% de los elementos dentarios y Grado C
porgue presenta un porcentaje de pérdida 6sea en relacion a la edad mayor a 1 (1.36) donde la destruccién supera

las expectativas segun los dep6sitos de biofilm.
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Figura 6. El caso N°6 se trata de un caso de periodontitis Estadio Il porque presenta una pérdida de insercién
interdental en la zona mas significativa entre los 3-4 mm, profundidad de sondaje menor a 5mm, pérdida 6sea
mayormente horizontal y pérdida 6sea radiografica con una extension que alcanza el tercio coronal de la raiz. De

extension generalizada porque afecta mas del 30% de los elementos dentarios y Grado B porque presenta un
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porcentaje de pérdida 6sea en relacién a la edad entre 0.25y 1 (0.7), la destruccién es proporcional a los depésitos

de biofilm.
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Figura 7. El caso N°7 se trata de un caso de periodontitis Estadio Il porque presenta una pérdida de insercién
interdental en la zona mas significativa mayor a los 5 mm, profundidad de sondaje mayor a 6mm, pérdida 6sea
vertical mayor a 3 mm y pérdida ésea radiografica con una extensiéon que alcanza el tercio medio/apical de la raiz
en varios sitios. De extension generalizada porque afecta mas del 30% de los elementos dentarios y Grado C
porque presenta un porcentaje de pérdida 6sea en relacion a la edad mayor a 1 (1.78) donde la destruccion supera

las expectativas segln los depdésitos de biofilm.
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Figura 8. El caso N°8 se trata de un caso salud periodontal en un periodonto intacto porque no se detecta pérdida
de insercion clinico interdental ni pérdida 6sea radiogréfica, la profundidad de sondaje es menor o igual 3mm y el

registro de hemorragia al sondaje menor a al 10%.
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Figura 9. El caso N°9 se trata de un caso de periodontitis Estadio Il porque presenta una pérdida de insercion

interdental en la zona mas significativa mayor a los 5 mm, profundidad de sondaje mayor a 6mm, pérdida dsea

vertical mayor a 3 mm y pérdida 6sea radiografica con una extensiéon que alcanza el tercio medio/apical de la raiz

en varios sitios. De extension generalizada porque afecta mas del 30% de los elementos dentarios y Grado B

porgue presenta un porcentaje de pérdida 6sea en relacién a la edad entre 0.25 y 1 (0.49) cuya destruccion es

proporcional a los depésitos de biofilm.
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Figura 10.

interdental

El caso N°10 se trata de un caso de periodontitis Estadio 11l porque presenta una pérdida de insercion

en la zona mas significativa mayor a los 5 mm, profundidad de sondaje mayor a 6mm, pérdida 6sea

vertical mayor a 3 mm y pérdida ésea radiogréafica con una extension que alcanza el tercio medio/apical de la raiz

en varios sitios. De extension localizada porque afecta menos del 30% de los elementos dentarios y Grado C

porque presenta un porcentaje de pérdida 6sea en relacion a la edad mayor a 1 (1.76), la destruccion supera las

expectativas segun los depositos de biofilm.
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Figura 11. El caso N°11 se trata de un caso salud periodontal en un periodonto intacto porque no se detecta
pérdida de insercién clinico interdental ni pérdida 6sea radiogréafica, la profundidad de sondaje es menor o igual

3mm y presenta un registro de hemorragia al sondaje menor a al 10%.
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Figura 12. El caso N°12 se trata de un caso de periodontitis Estadio IV porque presenta una pérdida de insercion
interdental en la zona mas significativa mayor a los 5 mm, profundidad de sondaje mayor a 6mm, pérdida 6sea
vertical mayor a 3 mm, pérdida 6sea radiogréafica con una extension que alcanza el tercio medio/apical de la raiz en
varios sitios y movilidad grado Il en los elementos 11, 45 y 46. De extension localizada porque afecta menos del
30% de los elementos dentarios y Grado C porque presenta un porcentaje de pérdida 6sea en relacion a la edad

mayor a 1 (1.95), la destruccién supera las expectativas segun los dep6ésitos de biofilm.
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Figura 13. El caso N°13 se trata de un caso de periodontitis Estadio IV porque presenta una pérdida de insercién

interdental en la zona mas significativa mayor a los 5 mm, profundidad de sondaje mayor a 6mm, pérdida 6sea
vertical mayor a 3 mm, pérdida 6sea radiogréafica con una extension que alcanza el tercio medio/apical de la raiz en
varios sitios y movilidad grado Il en los elementos 36 y 37. De extension localizada porque afecta menos del 30%

de los elementos dentarios y Grado C porque presenta un porcentaje de pérdida 6sea en relacién a la edad mayor

a 1 (2.31), la destruccion supera las expectativas segun los depésitos de biofilm.
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Figura 14. El caso N°14 se trata de un caso de periodontitis Estadio IV porque presenta una pérdida de insercion

interdental en la zona mas significativa mayor a los 5 mm, profundidad de sondaje mayor a 6mm, pérdida ésea
vertical mayor a 3 mm, pérdida 6sea radiogréafica con una extension que alcanza el tercio medio/apical de la raiz en
varios sitios y movilidad grado Il en el elemento 17 y 22. De extension generalizada porque afecta mas del 30% de

los elementos dentarios y Grado C porque presenta un porcentaje de pérdida 6sea en relacion a la edad mayor a 1

(1.47) donde la destruccion supera las expectativas segun los depésitos de biofilm.
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Figura 15. El caso N°15 se trata de un caso de periodontitis Estadio IV porque presenta una pérdida de insercién

interdental en la zona mas significativa mayor a los 5 mm, profundidad de sondaje mayor a 6mm, pérdida 6sea

vertical mayor a 3 mm, pérdida 6sea radiogréafica con una extension que alcanza el tercio medio/apical de la raiz en

varios sitios y movilidad grado Ill en el elemento 47. De extension localizada porque afecta menos del 30% de los

elementos dentarios y Grado C porque presenta un porcentaje de pérdida ésea radiogréfica en relacion a la edad

mayor a 1 (1.83), la destruccién supera las expectativas segun los depdsitos de biofilm.
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Figura 16. El caso N°16 se trata de un caso salud periodontal

en un periodonto intacto porque no se detecta

pérdida de insercion clinico interdental ni pérdida ésea radiografica, profundidad de sondaje es menor o igual 3mm

y un registro de hemorragia al sondaje menor a al 10%.
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Figura 17. El caso N°17 se trata de un caso salud periodontal en un periodonto intacto porque no se detecta
pérdida de insercién clinico interdental ni pérdida ésea radiogréafica, profundidad de sondaje es menor o igual 3mm

y un registro de hemorragia al sondaje menor a al 10%.
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Figura 18. El caso N°18 se trata de un caso de periodontitis Estadio Il porque presenta una pérdida de insercion
interdental en la zona mas significativa mayor a los 5 mm, profundidad de sondaje mayor a 6mm, pérdida 6sea
vertical mayor a 3 mm y pérdida ésea radiogréafica con una extension que alcanza el tercio medio/apical de la raiz
en varios sitios. De extension localizada porque afecta menos del 30% de los elementos dentarios y Grado C
porgque presenta un porcentaje de pérdida 6sea radiografica en relacion a la edad mayor a 1 (1.17), la destrucciéon

supera las expectativas segun los depdsitos de biofilm.
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Andlisis de las caracteristicas clinicas entre el grupo de estudio y

grupo control

Las caracteristicas clinicas de los pacientes con salud periodontal y
de los individuos con periodontitis incluidos en este estudio se muestran en
la Tabla 1. Las muestras estudiadas fueron las siguientes, 13 pacientes
periodontales con un rango de edad 53,46 = 15,76. Mientras que en el grupo
control se analizaron 5 pacientes diagnosticados con salud periodontal con
un rango de edad 41,80 + 9,445. Los registros clinicos como RH y RBB se

obtuvieron de un promedio de todos los sitios de la cavidad bucal.

Se realiz6 un Test de Wilcoxon Mann-Whitney para comparar
diferencias entre los grupos estudiados. Los resultados obtenidos no
muestran diferencias significativas respecto a la edad lo que evidencio la
similitud de los grupos estudiados en cuanto al rango etario. Por el contrario,
si se observaron diferencias estadisticamente significativas entre ambos
grupos al analizar el registro de biofilm bacteriano (p= 0.0004) y hemorragia

(p= 0.0014).
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Tabla 1. Caracteristicas clinicas de los individuos estudiados (media + DS)

Caracteristicas clinicas Grupo Control Pacientes con periodontitis (n= 13) p valor
(n=5)

Edad (afios) 41,80 + 9,445 53,46 + 15,76 0,1106

RBB (%) 8,400 + 9,450 81,23 + 27,64 0,0004

RH (%) 0.200 + 0,4472 68,77 + 40,82 0,0014

Los valores representan la media + desviacién estandar de las caracteristicas clinicas: edad (afios) y
porcentaje de sitios positivos para los registros de biofilm bacteriano (RBB) y hemorragia (RH) de la poblacién

estudiada. Se consider6 una p < 0.05

Activaciéon del complejo Inflamasoma NLRP3 y respuesta
inflamatoria en relacion a los criterios diagndésticos clinicos de la nueva
clasificacion

Este estudio se realiz6 en muestras de tejido gingival mediante la
técnica de inmunofluorescencia. Se registro la marcacion negativa o positiva
de cada preparacion, para luego permitir el analisis de las variables
mediante la utilizacion del Prueba exacta de Fisher. Se consider6 como

valor estadisticamente significativo un valor de p < 0.05.

En las tablas 2, 3 y 4 se muestran los datos generales en estos
ensayos. Cuando se analiz6 la presencia de inmunofluorescencia
positiva/negativa con anticuerpos anti- Pan-citoqueratina (Santa Cruz
Biotechnology, Texas, USA), NLRP3 (Abcam, Cambridge, England) y ASC

(EMD Millipore, California, USA) en relacion al estado de salud o patologia
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periodontal se observd que los tres presentaban inmunomarcacién positiva

cuando se estudiaron pacientes con patologia periodontal.

Tabla 2. Inmunofluorescencia para Pancitoqueratina en relacion al estado periodontal

Pancitoqueratina

Salud periodontal

Patologia periodontal

Inmunofluorescencia positiva

1

9

Inmunofluorescencia negativa

Prueba exacta de Fisher p 0,0455

Tabla 3. Inmunofluorescencia para NLRP3 en relacién al estado periodontal

NLRP3 Salud periodontal Patologia periodontal
Inmunofluorescencia positiva 0 6
Inmunofluorescencia negativa 2 0

Prueba exacta de Fisher p=0,0357

Tabla 4. Inmunofluorescencia para ASC en relacién al estado periodontal

ASC Salud periodontal Patologia periodontal
Inmunofluorescencia positiva 0 11
Inmunofluorescencia negativa 5 0

Prueba exacta de Fisher p=0,0027
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Evaluacion de la activacion del complejo inflamasoma NLRP3 en

biopsias de tejido gingival.

Figura 19. Imagenes de microscopia por inmunofluorescencia indirecta de la muestra de encia de paciente con
salud periodontal. A, D y G. Se observan los nicleos de las células del epitelio y del tejido conectivo a 20x
mediante la marcacién con fluorocromo Hoechst en canal azul. B. Inmunofluorescencia indirecta en células
epiteliales con inmunomarcacién negativa (canal verde) para la proteina ASC a 20x. C. Sobreposicion (merge) de
los canales azul (nicleos) y verde (proteina ASC) genera una tercera imagen que demuestra la negatividad de la
marcacion. E. Inmunofluorescencia indirecta en células epiteliales expresando una marca negativa para la proteina
NLRP3 a 20x en canal rojo. F. Sobreposicion (merge) de los canales azul (nucleos) y rojo (proteina NLRP3). H.
Inmunofluorescencia indirecta en células del tejido epitelial expresando la proteina Pancitoqueratina a 20x en canal
verde. |. Sobreposicion (merge) de los canales azul (nlcleos) y verde (proteina Pancitoqueratina) genera una

tercera imagen que facilita la identificacion de células positivas en el tejido epitelial mediante inmunomarcacion.
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Figura 20. Imagenes de microscopia por inmunofluorescencia indirecta de la muestra de encia de paciente con

patologia periodontal (Estadio Ill Grado C). A, D'y G. Se observan los ntcleos de las células del epitelio y del tejido
conectivo a 20x mediante la marcacion con fluorocromo Hoechst en canal azul. B. Inmunofluorescencia indirecta en
células epiteliales con inmunomarcacién positiva (canal verde) para la proteina ASC a 20x. C. Sobreposicion
(merge) de los canales azul (ndcleos) y verde (proteina ASC) genera una tercera imagen que demuestra la
inmunomarcacion positiva. E. Inmunofluorescencia indirecta en células epiteliales expresando una marca positiva
para la proteina NLRP3 a 20x en canal rojo. F. Sobreposicién (merge) de los canales azul (nicleos) y rojo (proteina
NLRP3). H. Inmunofluorescencia indirecta en células del tejido epitelial expresando la proteina Pancitoqueratina a
20x en canal verde. |. Sobreposicion (merge) de los canales azul (nucleos) y verde (proteina Pancitoqueratina)
genera una tercera imagen que facilita la identificacion de células positivas en el tejido epitelial mediante

inmunomarcacion.
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Figura 21. Imagenes de microscopia por inmunofluorescencia indirecta de la muestra de encia de paciente con

salud periodontal. A, D y G. Se observan los nucleos de las células del epitelio y del tejido conectivo a 20x
mediante la marcacién con fluorocromo Hoechst en canal azul. B. Inmunofluorescencia indirecta en células
epiteliales con inmunomarcacion negativa (canal verde) para la proteina ASC a 20x. C. Sobreposicion (merge) de
los canales azul (nucleos) y verde (proteina ASC) genera una tercera imagen que demuestra la negatividad de la
marcacion. E. Inmunofluorescencia indirecta en células epiteliales expresando una marca negativa para la proteina
NLRP3 a 20x en canal rojo. F. Sobreposicion (merge) de los canales azul (nucleos) y rojo (proteina NLRP3). H.
Inmunofluorescencia indirecta en células del tejido epitelial expresando la proteina Pancitogueratina a 20x en canal
verde. |. Sobreposicion (merge) de los canales azul (nucleos) y verde (proteina Pancitoqueratina) genera una
tercera imagen que facilita la identificacion de escasas células positivas en el tejido epitelial mediante

inmunomarcacion.
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Figura 22. Imagenes de microscopia por inmunofluorescencia indirecta de la muestra de encia de paciente con

patologia periodontal (Estadio IV Grado C). A y D. Se observan los ntcleos de las células del epitelio y del tejido
conectivo a 20x mediante la marcacion con fluorocromo Hoechst en canal azul. B. Inmunofluorescencia indirecta en
células epiteliales con inmunomarcacién positiva (canal verde) para la proteina ASC a 20x. C. Sobreposicion
(merge) de los canales azul (nucleos) y verde (proteina ASC) genera una tercera imagen que demuestra la
inmunomarcacion positiva. E. Inmunofluorescencia indirecta en células del tejido epitelial expresando la proteina
Pancitoqueratina a 20x en canal verde. F. Sobreposicién (merge) de los canales azul (nucleos) y verde (proteina
Pancitoqueratina) genera una tercera imagen que facilita la identificacién de células positivas en el tejido epitelial

mediante inmunomarcacion.
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Estudio histopatoldgico del tejido gingival

Figura 23. Imagenes microscopicas de encia de paciente sano (sin enfermedad periodontal), M.O H/E. A. Se
observa epitelio escamoso estratificado hiperparaqueratinizado con sector hiperortoqueratinizado y tejido conectivo
denso con células estromales (fibroblastos) con escaso infiltrado inflamatorio, 10X H/E. B. Se observa a nivel del

tejido epitelial acantosis y proyeccion de crestas epiteliales hacia el tejido conectivo, 40X H/E.

Figura 24. Imagenes microscopicas de encia, de paciente con patologia periodontal (Caso de periodontitis Estadio

Il Grado C) representativa, M.O H/E. A. Se observa prolongacion de crestas epiteliales, poca exocitosis, figuras de
degeneracion hidrépica y tejido conectivo fibroso denso con células estromales (fibroblastos) e inflamacion cronica
moderada en sector superior derecho, 10X H/E. B. Se observa epitelio con acantosis, papilomatosis, prolongacion
de crestas epiteliales y tejido conectivo fibroso denso con células estromales (fibroblastos) e inflamacion crénica

leve, 40X H/E.
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Figura 25. Imagenes microscopicas de encia, de paciente con patologia periodontal (Caso de periodontitis Estadio

IV Grado C), M.O H/E. A. Se observa epitelio escamoso estratificado hiperortoqueratinizado con areas de

acantopailomatosis y tejido conectivo fibroso denso, 10X H/E. B. Se observa tejido epitelial estratificado y tejido

conectivo fibroso denso con células estromales (fibroblastos) e inflamacion crénica moderada, rico en linfocitos 40X

HIE.

Los hallazgos histolégicos encontrados en el presente trabajo nos

permiten afirmar que existe una estrecha relacion de éstos con el

diagndstico clinico (Tabla 5).

Tabla 5. Hallazgos histolégicos en relacion al estado periodontal

Hallazgos histol6gicos

Salud periodontal

Patologia periodontal

Escaso/nulo infiltrado inflamatorio

2

1

Moderado/intenso infiltrado

inflamatorio

Prueba exacta de Fisher p 0,0455
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Inmunomarcacion del inflamasoma NLRP3 y su relacion con el

riesgo periodontal

Los datos analizados en conjunto se muestran en las tablas 6 y 7
identifican al complejo inflamasoma NLRP3 / ASC, como un posible
biomarcador de riesgo de progresion de la periodontitis. La presencia de los
marcadores de activacion del inflamasoma se detectaron en células

epiteliales marcadas con anticuerpos anti-pancitoqueratina.

Tabla 6. Inmunofluorescencia para ASC en relacion al riesgo periodontal

ASC Riesgo alto Riesgo moderado Riesgo bajo
Inmunofluorescencia positiva 9 2 0
Inmunofluorescencia negativa 0 0 3

Prueba exacta de Fisher p=0,0009

Tabla 7. Inmunofluorescencia para NLRP3 en relacion al riesgo periodontal

NLRP3 Riesgo alto Riesgo moderado Riesgo bajo
Inmunofluorescencia positiva 4 2 0
Inmunofluorescencia negativa 0 0 2

Prueba exacta de Fisher p=0,0183

Cuando se analizd6 la presencia de inmunofluorescencia
positiva/negativa para anticuerpos anti- Pan citoqueratina, NLRP3 y ASC en
relacion con los parametros clinicos (PS, NIC, RBB, RH) mediante la Prueba

exacta de Fisher, los resultados observados demuestran exclusivamente una
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asociacion de inmunomarcacion positiva de ASC en relacion a NIC, RBB y

RH y no asi con la PS (Tablas 8, 9, 10, 11).

Tabla 8. Inmunofluorescencia para ASC en relacién al Nivel de insercién clinico

Inmunofluorescencia positiva 2 9

Inmunofluorescencia negativa 3 0

Prueba exacta de Fisher p 0,0275

Tabla 9. Inmunofluorescencia para ASC en relacién al porcentaje del registro de biofilm bacteriano

Inmunofluorescencia 1 10
positiva

Inmunofluorescencia 3 0
negativa

Prueba exacta de Fisher p 0,0110

Tabla 10. Inmunofluorescencia para ASC en relacién al porcentaje del registro de hemorragia

Inmunofluorescencia

positiva

Inmunofluorescencia 3 0

negativa

Prueba exacta de Fisher p 0,0110



Tabla 11. Relacion entre ASC, NLRP3 y Pancitoqueratina y su relacién con los parametros clinicos.

Caracteristicas clinicas ASC NLRP3 Pancitoqueratina
PS (mm sitio) p 0,1923 p >0,9999 p 0,1818
NIC (mm sitio) p 0,0275* p 0,4286 p 0,0909
RBB (%) p 0,0110* p 0,1071 p 0,0545
RH (%) p 0,0110% p 0,1071 p 0,1091

Andlisis de Prueba exacta de Fisher * p < 0.05

PS: Profundidad de sondaje. NIC: Nivel de insercion clinica. RBB: Registro de biofilim bacteriano. RH:

Registro de hemorragia al sondaje.
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DISCUSION

“La ciencia son hechos; de la misma manera que las

casas estan hechas de piedras, la ciencia esta hecha de hechos;
pero un montén de piedras no es una casa y una coleccién

de hechos no es necesariamente ciencia.”

Henri Poincaré
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La enfermedad periodontal es una patologia multifactorial en la que el
biofilm bacteriano es el factor iniciador. Sin embargo, la manifestacion y la
progresion esta determinada por la naturaleza de la respuesta inmune en
relacion con el biofilm bacteriano. Esta respuesta se encuentra influenciada
por una amplia variedad de determinantes, como la susceptibilidad del

huésped y factores de riesgo (51).

El avance de la enfermedad periodontal se correlaciona con
modulaciones de la inmunidad innata, en particular, con niveles elevados y /
o produccion desequilibrada de citoquinas proinflamatorias, que pueden
conducir a un dafio tisular severo. Los complejos inflamasomas estan
emergiendo como reguladores principales del sistema de defensa inmune
innato del hospedador en enfermedades inflamatorias cronicas, y su papel
contra patdégenos microbianos se esta volviendo de crucial importancia para
controlar y limitar los microorganismos invasores (38) Estos sistemas
parecen asumir un rol fundamental en la progresion de la periodontitis (25)

(36) (37) (40).

Diversos autores han planteado la posibilidad de que la activaciéon del
complejo inflamasoma NLRP3 favorezca la evolucion de la enfermedad
periodontal. No obstante, los resultados obtenidos en estas investigaciones,
realizados en su gran mayoria sobre modelos animales, fueron poco
concluyentes. En este estudio transversal se tuvo como objetivo investigar la

activacion del complejo inflamasoma NLRP3 y respuesta inflamatoria en
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biopsias de tejido gingival y correlacionar su activacion con los criterios
diagnoésticos clinicos de la nueva clasificacion de las enfermedades y

alteraciones periodontales (48).

Estudios clinicos limitados han explorado la presencia de NLRP3 en
relacion con la enfermedad periodontal (23) (52) (40) (53). Si bien en el
presente trabajo no estudiamos la produccion de IL1B e IL18, ambos
productos de la activacidén del inflamasoma NLRP3, la deteccion de éstas y
el complejo inflamasoma NLRP3 ha sido revelado en un estudio clinico en
muestras de tejido gingival de pacientes con tres formas de enfermedad
periodontal (gingivitis, periodontitis cronica y periodontitis agresiva
generalizada) en comparaciéon con sujetos sanos cuyos analisis también
demostraron un aumento significativo en la expresion del ARNm de NLRP3
en la periodontitis crénica y una expresion adn mayor, pero no
estadisticamente significativa, en la anteriormente denominada periodontitis
agresiva en comparacion con muestras gingivales sanas (52). Resultados
similares han sido obtenidos por Xue et al. en el afio 2015, quienes
evidenciaron por inmunohistoquimica que el nivel general de expresion de
NLRP3 fue significativamente mayor en muestras de tejido gingival de
pacientes con periodontitis cronica y agresiva en la capa del epitelio, aunque

se observaron diferentes patrones de distribucion (23).

Ademas, diversas investigaciones exploraron las relaciones de esos

biomarcadores con la composicién del microbioma subgingival. Un estudio
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inform6 que el aumento de los niveles de expresion de IL13 e IL18
observados en sitios clinicamente sanos de pacientes con periodontitis
sugiere que las respuestas inflamatorias posiblemente ocurren temprano,
antes de que puedan verse clinicamente, y quizds sean causadas por la
mayor colonizacion de las especies bacterianas del complejo rojo
(Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola y Tannerella forsythia) y

naranja (Fusobacterium nucleatum) que por predisposicion genética (53).

Evidencia reciente, demostré que, en un examen de boca completa
junto con mediciones basadas en ELISA de muestras representativas de
saliva de individuos con diferentes afecciones periodontales, si bien no se
observd una variacion significativa en los niveles salivales de caspasa-1 que
pudiera ser de valor predictivo con respecto a estado de salud/ enfermedad,
si existieron aumentos significativos en los niveles de NLRP3, ASC e IL1 en
los grupos de periodontitis en comparacién con los controles sanos, lo que
sugiere que la via de sefalizacion del inflamasoma NLRP3 puede constituir

un mecanismo fundamental para la patogénesis periodontal (40).

Los datos obtenidos en el presente estudio, aunque limitados,
incrementan la evidencia del mecanismo de activacion de la inmunidad
innata a través de los componentes del inflamasoma NLRP3 en muestras de

tejidos en presencia de inflamacién periodontal.
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Este estudio arroja resultados que subrayan las conclusiones
obtenidas en gran parte de los trabajos previos de este campo, ya que se
observaron cambios en la expresion de NLRP3 y ASC en el epitelio con la
técnica de inmunofluorescencia en relacion al estado de salud/enfermedad
periodontal. Nuestros hallazgos son consistentes con los autores
anteriormente mencionados, quienes demostraron que la expresion
incrementada de los complejos de inflamasomas puede ser un indicador de
la presencia de enfermedad periodontal. Sin embargo, no mostraron
diferencias en los niveles de expresion entre las diferentes alteraciones
periodontales, lo que sugiere que esos complejos pueden no usarse para

determinar la gravedad de la patologia (52) (23) (40).

Otro hallazgo importante fue la expresién mas pronunciada de NLRP3
y ASC en la capa epitelial, lo que indica que el epitelio usa el complejo
inflamasoma NLRP3 de la inmunidad innata del hospedador como
mecanismo de resistencia a la invasion bacteriana en los tejidos. Parece que
incluso cuando la inflamacién sélo esta presente en los tejidos gingivales y
aun no implica la reabsorcion 6Osea, los niveles de NLRP3 ya estan
aumentados (expresibn aumentada 7.7 veces en muestras gingivales de
gingivitis en comparacion con controles sanos) (52). De esta manera, se
considera que las células epiteliales gingivales regulan la homeostasis de los
tejidos periodontales en la salud y la enfermedad (54). En este contexto, las
citoqueratinas, proteinas principales del citoesqueleto epitelial que

pertenecen al grupo de filamentos intermedios, son consideradas como
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marcadores sensibles y especificos de diferenciacion de las células
epiteliales con una distribucion caracteristica que varia segun el tipo de
epitelio, el sitio y el grado de diferenciacion (13). En este estudio se observé
una mayor expresion de citoqueratinas en el epitelio gingival de la vertiente
externa de casos que presentaban patologia periodontal en comparacion al
grupo control de salud periodontal lo que podria ser un marcador de la
elevada diferenciacion de las células epiteliales para afrontar el desafio

bacteriano presente en la periodontitis.

Actualmente hay suficiente evidencia cientifica que sugiere que la
periodontitis se caracteriza por cambios histolégicos especificos. Estos
cambios incluyen, aumento significativo en el numero de células
inflamatorias en el tejido conectivo supracrestal, y cambios significativos en
la distribucién de frecuencias de las distintas poblaciones de células
inflamatorias. En este trabajo pudimos observar que el epitelio oral
presentaba diferencias a simple vista entre las muestras correspondientes al
grupo control respecto del grupo de estudio, lo que podria indicar un
fendmeno de defensa local frente a diferentes noxas agresivas. Mientras que
las observaciones mas importantes que encontramos a nivel del tejido
conectivo, coincidiendo con el estudio de Zappa (55), fue un mayor infiltrado
inflamatorio (principalmente a predominio linfo-plasmaocitario) en cortes de

tejido gingival con patologia periodontal respecto de los sanos.
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Otro de los objetivos de este estudio fue investigar la asociacion de
los parametros clinicos como NIC, PS, RH y RBB con la activacion del
complejo inflamasoma NLRP3. Los resultados de este trabajo demostraron
una correlacion estadisticamente significativa entre las
concentraciones/expresion de ASC en cortes de tejido gingival con respecto
a los parametros clinicos RH, RBB y NIC, al igual que los resultados
publicados por Isaza et al. (44) en muestras obtenidas de saliva total. Sin
embargo, no se observaron diferencias estadisticamente significativas
cuando se analizaron NLRP3 y Pancitoqueratina. Existen varias
explicaciones posibles para estos resultados, una de ellas probablemente se
deba al nimero reducido de muestras, de manera tal que resulta necesario
ampliar el tamafio muestral para obtener mayor precisibn y poder
estadistico. Por otro lado, debe sefalarse que el margen gingival como
criterio principal para establecer la gravedad de la periodontitis, no es un
punto de referencia fijo desde el que se puede medir para valorar los
cambios longitudinales de la insercién clinica. Sin embargo, la profundidad
del sondaje es de gran importancia en la valoracién de la localizacion y el
tamafio del principal habitat (bolsas periodontales) de las bacterias
subgingivales. Durante los periodos de progresion de la enfermedad, la
liberacion de mediadores inflamatorios aumenta en todas las zonas de la
boca del paciente, tanto estables como progresivas. Ademas, las zonas
clinicamente sanas en pacientes con enfermedad progresiva son,
probablemente, diferentes de las zonas sanas de pacientes sanos, que

albergan diferente biofilm bacteriano (56) y exhiben una respuesta del
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hospedador distinta (57). Aunque la enfermedad progresa de forma diferente
en cada zona a causa de sus caracteristicas especificas (57), la respuesta
del hospedador es mas global y sigue el mismo patrén en todas las zonas
del interior de la boca de cada individuo. Esto fue confirmado por Figueredo
et al. (58), quienes constataron que los niveles de IL1 en el fluido gingival
aumentaban en las muestras de pacientes con periodontitis,
independientemente de la gravedad de la enfermedad en la zona de

muestreo.

Aungue en una periodontitis de mayor severidad los parametros
clinicos de profundidad de sondaje y nivel de insercién clinica son mayores
en asociacion a una mayor historia de pérdida de hueso alveolar acumulada,
no necesariamente significa que un individuo con periodontitis severa esté
sufriendo un mayor proceso de activa destruccion ésea en comparacion a
uno con severidad de enfermedad menor en un momento determinado.
Estas observaciones proporcionan un fuerte argumento para el uso
combinado de registros clinicos como profundidad de sondaje, nivel de
insercion clinica, entre otros; para la determinacion del riesgo periodontal en
relacion a la influencia de las citoquinas en este proceso. El resultado mas
sorprendente que se puede observar a la luz de los resultados de este
estudio es cuando se analizé la activacion del complejo inflamasoma NLRP3
con el riesgo periodontal y se demostré que la expresion de NLRP3 y ASC
puede asociarse con un riesgo elevado de progresion de la patologia

periodontal de una manera mas certera que la pérdida de insercion clinica;
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conocimiento que nos aproxima cada vez mas a comprender con mayor

detalle la etiopatogenia de la enfermedad periodontal.

El presente estudio demostr6 que el aumento de expresion de
NLRP3, ASC y pancitoqueratinas en los tejidos gingivales se correlaciona
positivamente con el estado periodontal, lo que sugiere la participacion de
este inflamasoma en células epiteliales de la mucosa bucal en la patogenia
de enfermedad periodontal. En consecuencia, con base en los resultados
presentados, seria posible asumir que la activacion del complejo
inflamasoma NLRP3 puede desencadenar una potente respuesta inmune
amplificando el proceso inflamatorio que posteriormente interviene en la

destruccion de tejidos y resorcion 0sea observada en la periodontitis.
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CONCLUSIONES

“Duda siempre de ti mismo, hasta que
los datos no dejen lugar a dudas.”

Louis Pasteur
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El estudio de la activacion del complejo inflamasoma NLRP3 a través
del analisis de la proteina ASC, NLRP3 y pancitoqueratina en el tejido
gingival de lesiones de pacientes con enfermedad periodontal, mediante la
técnica de inmunofluorescencia, sugieren su participacion en la periodontitis.
Por tanto, esta via de sefalizacion de citoquinas puede ser crucial en el
control regulador de las respuestas inflamatorias de las patologias

periodontales.

o Los hallazgos histopatolégicos observados en secciones de
tejido gingival coloreados con hematoxilina y eosina procedentes de sitios
con/sin patologia periodontal se correlacionaron con el diagndstico clinico

periodontal.

. Al analizar la activacion del complejo inflamasoma NLRP3 con
el riesgo periodontal se observé una asociacién entre las caracteristicas
clinicas que determinan el riesgo de progresion periodontal y la expresion de
NLRP3 y ASC. Dado que la respuesta del hospedador es un factor clave en
la patogenia de la enfermedad periodontal, la medicion de los niveles de
mediadores de la inflamacion, como el sistema inflamasoma NLRP3, podria
ser util para evaluar el «riesgo»: que un diente o0 una zona, pierda la
insercion clinica y el hueso alveolar o el riesgo de que un individuo desarrolle

la enfermedad periodontal.
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o Los resultados observados en la expresion de NLRP3, ASC y
Pancitoqueratina en relacién a las caracteristicas clinicas (PS, NIC, RH y
RBB) demostraron una asociacion de inmunomarcacion positiva de ASC en

relacion a NIC, RBB y RH y no asi con la PS.

. Estos hallazgos sientan las bases de uno de los mecanismos
inmunes poco estudiados involucrados en la patogénesis de esta
enfermedad bucal. Sin embargo, el tamafio de la muestra debera ser
incrementado para lograr mayor precisiébn y poder estadistico en estas

afirmaciones.

. El estudio de la linea de trabajo de citoquinas y enfermedad
periodontal es un aspecto importante para futuras investigaciones porque
podria conducir o se espera que conduzca al disefio de nuevas
metodologias, utilizacion de farmacos y/o estrategias tendientes a modular la
respuesta inmune a fin de controlar la infeccidon periodontal y minimizar las

secuelas locales y consecuencias sistémicas de ésta.
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