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RESUMEN

Objetivo: Correlacionar los niveles del receptor tipo Toll 2 en fluido crevicular de pacientes
con periodontitis crénica con los hallazgos clinicos de la enfermedad periodontal. Materiales y
métodos: Se llevo a cabo un estudio correlacional. La muestra fue de 10 pacientes con periodontitis
créonica (PC) y 10 sujetos sanos, a los cuales se les determinaron parametros clinicos como indice
gingival (IG), indice de placa (IP), nivel de insercion (NI) profundidad al sondaje (PS) y evaluacion
radiografica. Se tomaron muestras de fluido crevicular gingival para la determinacién del receptor
tipo Toll 2 (TLR2) a través del ensayo inmunoenzimatico indirecto. Resultados: Se observaron
diferencias estadisticamente significativa (p<0,001) al comparar los parametros clinicos de ambos
grupos. En relacion a los niveles de TLR?2, éstos se encontraron ligeramente elevados en los pacientes
con PC al compararlos con los sujetos sanos, sin observar diferencias estadisticamente significativas.
Al correlacionar los pardmetros clinicos con los niveles TLR2 en pacientes con PC, solo se observo
correlacion positiva entre el IG y TLR2. Conclusién: El TLR2 podria desempenar un rol importante
en la patogénesis de la enfermedad periodontal, debido a su capacidad de activar mediadores
inflamatorios que conducen a la cronicidad de los signos que caracterizan a esta entidad.
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Receptor tipo toll 2 en fluido crevicular de pacientes con periodontitis cronica.
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Toll-Like Receptor2increvicular fluid of patientswith chronic periodontitis.

ABSTRACT

Objective: To correlate Toll 2 receptor levels in crevicular fluid of patients with chronic pe-
riodontitis with the clinical findings of periodontal disease. Materials and Methods: A correlational
study was carried out. The study population consisted of 10 patients with chronic periodontitis and
10 healthy subjects, which were determine the gingival index (GI), plaque index (PI), gingival re-
cession (REC), periodontal probing depth (PPD) and study radiographic. Gingival crevicular fluid
samples were taken for the determination of TLR2 through the indirect immunoenzymatic assay
(ELISA). Results: There were statistically significant differences (p <0.001) when comparing the cli-
nical parameters of both groups.In relation to the levels of TLR2, these were found slightly elevated
in patients with chronic periodontitis when compared to healthy subjects, without observing statis-
tically significant differences. When correlating the clinical parameters GI, IP, REC and PPD with
TLR2 levels in crevicular fluid in patients with chronic periodontitis, only a positive correlation was
observed between the gingival index and TLR2. Conclusion: TLR2 may play an important role in
the pathogenesis of periodontal disease, due to its ability to activate inflammatory mediators lea-

ding to the chronicity of the signs that characterize this entity.
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INTRODUCCION

Los receptores tipo Toll (TLR) son una
familia de proteinas transmembrana con un dominio
extracelular caracterizado por repeticiones ricas en
leucina y un dominio intracelular, cuya funcién es el
reconocimiento de los patrones moleculares asociados
a patégenos (PAMPs)'.

Moléculas de este tipo, presentes en
microorganismos como el Fusobacterium nucleatum y
Aggregatibacter actinomycetemcomitans importantes en
la enfermedad periodontal, pueden desencadenar
una respuesta inmunitaria por los receptores tipo
Toll?, especialmente por TLR2 y/o TLR4. Se ha
descrito que el TLR2 interactta con peptidoglicanos
de las bacterias gram (+), asi como también con los
lipopolisacaridos de bacterias gram (-) como la P.
gingivalis®.

Las células epiteliales gingivales estimuladas
por P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans y F.
nucleatum o sus productos, responden activando
la via de sefalizacién mediada por TLR2 y TLR4
promoviendo la secrecién de citocinas®, estas a su

vez estimulan la expresion de moléculas de adhesion,

incrementan la permeabilidad de los capilares
gingivales y la quimiotaxis de los polimorfonucleares
neutroéfilos a través del epitelio de unién y dentro del
surco gingival.

Enel surco periodontal lamucosa gingival esta
en contacto permanente con el fluido crevicular?, el
cual posee componentes del suero y de otros productos
derivados de la descomposicion de los tejidos como
mediadores inflamatorios y anticuerpos, generados
localmente en respuesta a los microorganismos orales
presentes en el biofilm dental, por lo cual ofrece un
gran potencial para reflejar la respuesta generada por
las células y tejidos periodontales®.

El rol del TLR2 en la patogénesis de la
periodontitis crénica atn no estd totalmente
dilucidado, razén por la cual, la presente investigacion
tiene por objetivo correlacionar los niveles del receptor
tipo Toll 2 en fluido crevicular gingival de pacientes
con periodontitis crénica con los hallazgos clinicos de
la enfermedad periodontal.

MATERIALES Y METODOS

Pacientes

La poblacion de estudio estuvo conformada
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por pacientes que acudieron al Servicio de Periodoncia
del Hospital Universitario de Maracaibo (HUM),
en edades comprendidas entre los 20 a 60 afios. La
muestra quedé conformada por 20 individuos, la cual
fue dividida en un grupo experimental conformado
por 10 pacientes con periodontitis crénica y un grupo
control constituido por 10 sujetos periodontalmente
sanos.

Como criterios de inclusién para el grupo
experimental se consideraron los siguientes: Pacientes
con periodontitis crénica segin los criterios de la
Academia Americana de Periodontologia: localizada
o generalizada®.

Comocriteriodeinclusion parael grupocontrol
se consideraron: Sujetos sistémica y periodontalmente
sanos.

Y como criterios de exclusién se consideraron:
de enfermedad
periodontal o alguna otra lesién en mucosa bucal,
VIH, desordenes
necesidades de profilaxis antibidtica previa, habitos

sujetos con formas agresivas

diabéticos, embarazo, Oseos,
de cigarrillo y alcoholismo, pacientes que toman
drogas que afectan el metabolismo, esteroides,
anticonceptivos, antiinflamatorios y aquellos que
recibieron tratamiento periodontal en los ultimos
6 meses. Piezas con destruccién coronaria, caries
o restauraciones que involucren mas de 1/3 de la
corona. En caso de ausencia de la pieza dentaria indice
o de estar entre los criterios de exclusion, se tomoé la
pieza del mismo grupo mas proxima.

Esta investigaciéon conté con la aprobacién
del Comité de Bioética de la Facultad de Odontologia
de la Universidad del Zulia. Una vez seleccionado
los pacientes, todos firmaron el consentimiento
Informado, explicando a cada uno de ellos el propoésito
del estudio.

Evaluacién clinica y radiografica

La evaluacion clinica la realiz6 un

periodoncista, debidamente entrenado en la deteccion
de signos y sintomas de periodontitis (Coeficiente
0.86).

de kappa intraexaminador = Todas las

evaluaciones, se llevaron a cabo después de la higiene
oral. Se realiz6 el indice gingival (IG) de Loe & Silness’
y el indice de placa (IP) de Silness & Loe®. El estado de
los tejidos de soporte dentario se evalud a través de la
profundidad del surco gingival y el nivel de insercién,
estos fueron medidos en seis puntos (mesial, medio y
distal por vestibular y palatino-lingual) en cada uno
de los dientes seleccionados. Para la determinacién de
la profundidad del surco se midi6 la distancia desde
el margen gingival hasta la localizacién de la punta
de la sonda periodontal, mientras que, para evaluar
el nivel de insercién se tomé en cuenta la distancia
desde la base de la bolsa hasta linea amelocementaria,
por ultimo el nivel 6seo fue determinado a través de
radiograffas pandéramicas y periapicales observando
la distancia entre la cresta alveolar y la unién cemento
- esmalte de los dientes adyacentes.

Recoleccion de muestra de fluido crevicular gingival

La recoleccion de la muestra del fluido
crevicular se realiz6 antes de la evaluacion clinica,
los pacientes no debian haber ingerido alimentos
una hora antes de la evaluacién. Para el examen se
realiz6 aislamiento relativo del sector con rollos de
algodon, se removié con sumo cuidado la placa dental
presente con rollos de algodén tratando de no tocar
la encia y se sec6 la zona con aire por 15 segundos.
Se emplearon puntas de papel absorbentes las cuales
se introdujeron en la entrada del surco gingival sin
ejercer presién alguna durante 30 segundos en 3 sitios
de la cara vestibular de los dientes que presentaron
mayor grado de severidad, en el caso de los sujetos
sanos se tomaron las muestras en los incisivos
centrales superiores e inferiores: mesial, medio y
distal. Luego las puntas de papel se colocaron en un
tubo estéril con solucién Buffer (10 mM de NaH2PO4
y NaCl 150 mM, a pH 7,2)°. Aquellas puntas de papel
visiblemente contaminadas por sangrado fueron
descartadas y se realiz6 la toma de otra muestra. La
muestra se centrifugé a 300g durante 15 minutos a
4°C. El sobrenadante se trasvasé a otro tubo estéril y
se almacen¢ a -70 °C hasta ser procesados.
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Determinacion del TLR2

El TLR2 fue determinado a través del ensayo
inmuno-enzimatico Sandwich (ELISA), paralo cual se
utilizé el kit comercial MyBioSource N° MBS733038.
Este permiti6 determinar cuantitativamente los
niveles de TLR-2 presentes en las muestras de fluido
crevicular. La reaccion colorimétrica se cuantificé en
un lector de microplacas (Titertek Multiskan® PLUS).

Analisis Estadistico

La comparacién de los resultados obtenidos
se realiz6 utilizando el programa GraphPad
Instat version 3.05 y Graph Pad prisma 5 para la
representacion grafica de los datos. Al hacer andlisis
de las muestras en los dos grupos de estudio se
utilizo t test utilizando como post-test la prueba de
Bonferroni y para los estudios de correlacién se utilizé
la prueba de Correlaciéon de Spearman. Con un limite
de significancia p<0,05. Los resultados se expresaron
media + error estandar.
RESULTADOS

Del total de los 20 sujetos evaluados la muestra
quedo distribuida de la siguiente manera: el grupo de
pacientes con periodontitis crénica estuvo constituido
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por 7 pacientes femeninos y 3 masculinos, entre
23-60 afios de edad con una media de 45,8 + 11,31.
En relacién al grupo de los sujetos sanos estuvo
conformado por 8 sujetos femeninos y 2 masculinos,
entre los 22-33 afios de edad con una media de 29,9 +
6,28.

Al analizar el indice gingival (IG) y el indice
de placa (IP) obtenido entre los pacientes con
periodontitis crénica y sujetos sanos, se observo
un valor de 1,047 + 0,03 y 1,16 £0,07 para el grupo
experimental y 0,21 + 0,09 y 0,063 + 0,04 para los
sujetos sanos respectivamente, obteniendo en ambos
casos diferencias estadisticamente con un valor de
p<0,001. (Figura N° 1).

En la figura N° 2 se observa la profundidad
al sondaje (PS) y el nivel de inserciéon (NI) en los
pacientes con periodontitis crénica y en los sujetos
sanos, evidenciandose 5,019 + 0,13 y 4,60 + 0,30
para el grupo experimental y 0.37£0.37 y 0.72+0.72
para el grupo control respectivamente, observandose
diferencias estadisticamente significativa con un valor
de p<0,001.

Al estudio radiografico se evidencio que la
totalidad de los pacientes con periodontitis crénica
presentaron pérdida 6sea horizontal generalizada,
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Figura 1. Indice Gingival y Placa de sujetos sanos y pacientes con periodontitis cronica. ***p<0.001.
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Figura 2. Profundidad del surco y Nivel de inserciéon de sujetos sanos y pacientes con periodontitis crénica.

©4p<0.001.

observandose ademas disminucién del trabeculado
6seo, pérdida de la ldamina dura y remanente 6seo
menor del 50 %, hallazgos compatibles con esta
entidad.

Con respecto al TLR2 en muestras de fluido
crevicular, se pudo observar un ligero aumento en los
niveles de este receptor en el grupo de pacientes con

0.8-

0.0

periodontitis crénica, comparados con los del grupo
de sujetos sanos, sin embargo, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas.
Evidencidndose, 0,57 ng/ml £+ 0,06 para pacientes
con periodontitis crénica y 0,48 ng/ml + 0,05 para los
sujetos sanos. (Figura N° 3).

Al correlacionar los parametros clinicos IG, IP,

[ Sujetos sanos
B Periodontitis crénica

Figura 3. Niveles de TLR2 en muestras de fluido crevicular gingival de pacientes con periodontitis crénica y sujetos

sanos.
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NI y PS con los niveles de TLR2 en fluido crevicular
en pacientes con periodontitis crénica, solo se observo
correlacion positiva entre el indice gingival y TLR2
con un valor de r*= 0.7237 y de p =0.0234 (Tabla N° 1).
DISCUSION

Tabla 1. Correlacion entre niveles de TLR-2 y
parametros clinicos periodontales.

TLR-2
Pacl'leii:;l:;rsos Valor de r® Valor de p
IG 0.7237 0.0234*
IP 0.3823 0.2788
NI 0.09756 0.7850
PS -0.3659 0.2057
*p<0.05

Fuente: Moron, Viera, Morales, Chaparro, Fox

La patogénesis de la enfermedad periodontal
es principalmente el resultado de la respuesta del
huésped a la destruccion de tejido inducida por
microorganismos, esta lesion o injuria producida
a los tejidos, iniciara los procesos inmunoldgicos e
inflamatorios del huésped. El sistema inmunitario
innato es activado por la participacion de los
receptores de reconocimiento de patrones (PRR) como
los TLRs, los cuales son moléculas esenciales para
la respuesta celular a los componentes de la pared
celular bacteriana. Estas estructuras microbianas
se refieren a PAMPs e incluyen lipopolisacaridos
bacterianos, lipoproteinas, peptidoglicanos, ADN
bacteriano y ARN de doble cadena, los cuales pueden
ser reconocidos por el TLR y dar inicio a la respuesta
inflamatoria. El TLR2 al unirse especificamente a uno
de sus ligandos como el lipopolisacarido bacteriano
podria desempenar un papel potencial en el progreso
de la periodontitis crénica’®!.

La periodontitis se caracteriza por presentar
clinicamente pérdida de insercién y de hueso alveolar,
formacion de bolsas periodontales e inflamacién
gingival®2. Los pacientes pertenecientes al grupo
experimental mostraron caracteristicas ampliamente
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reportadas en periodontitis crénica Gupta y col®,
Ruiz y col*, Ebersole y col”, y Rathnayake y
col’®., observandose valores elevados en todos los
indices realizados (IG, IP, NI, PS y pérdida 6sea) al
compararlos con el grupo control, obteniendo como
resultado, diferencias estadisticamente significativas
entre los dos grupos de estudio.

Los resultados del presente estudio mostraron
expresion del TLR2 tanto en los pacientes con
periodontitis crénica como en los sujetos sanos,
sin evidenciarse diferencias  estadisticamente
significativas. Estos hallazgos son consistentes con
los observados previamente por Buduneli y col,
quienes mostraron niveles similares de TLR2 en
pacientes con periodontitis crénica y sujetos sanos,
aunque estos receptores fueron determinados en
diferentes fluidos biolégicos a los utilizados en el
presente estudio. Por otra parte, la escasa diferencia
observada entre los niveles de TLR2, podria estar en
relaciéon con las variaciones descritas previamente
entre los diferentes tipos de enfermedad periodontal,
habiéndose reportado mayor expresion de este
receptor en gingivitis que en periodontitis. A pesar de
no haber observado una diferencia estadisticamente
significativa en esta investigacion, el hallazgo de
evidenciar mayores niveles de TLR2 en pacientes
con periodontitis crénica en comparacion a los sujetos
sanos, sugiere una posible participacién de éste en la
produccién de mediadores inflamatorios relacionados
con la enfermedad periodontal.

En este estudio, los sujetos sanos fueron
significativamente mas jévenes que el grupo con
periodontitis crénica, sin embargo, este hecho, de
manera similar alo encontrado por Buduneli Ny col.”
pudiera no haber tenido un gran impacto en nuestros
resultados, ya que se ha descrito anteriormente una
expresion similar de niveles de TLR2 y 4 en linfocitos,
monocitos y granulocitos en tejido donado de
pacientes jovenes.

En los pacientes pertenecientes al grupo
experimental se pudo observar niveles de IG, IP, PS 'y
NIcompatibles con periodontitis crénica, sin embargo,
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losresultados obtenidosenesteestudioal correlacionar
los pardmetros clinicos (IG, IP, NI, PS) con los niveles
de TLR2 en fluido crevicular, mostraron tinicamente
una correlaciéon positiva entre el IG y TLR2. No ha
sido posible encontrar literatura cientifica que haya
correlacionado estos parametros en este fluido, sin
embargo, se ha evidenciado una correlacion negativa
entre la habilidad de estimulacién de TLR2 de placa
subgingival y los niveles de este receptor'®; habiéndose
reportado ademds que la expresion del gen de TLR2
y/o la proteina puede estar sobre expresada, no
afectada o disminuida en enfermedad periodontal®™.
Diversos estudios han reportado que las variaciones
observadas en las muestras biolégicas en las cuales se
determind el receptor y la variaciéon de la actividad de
la enfermedad periodontal, pueden dar lugar a una

amplia gama de niveles de TLR",”.

De acuerdo a los resultados obtenidos en este
estudio se podria concluir que el TLR2 es capaz de
desempefiar un rol importante en la patogénesis de
la enfermedad periodontal, debido a la capacidad
que posee de activar mediadores de inflamacién
que conducen a la cronicidad de los signos que
caracterizan a esta entidad y ala perdida de los tejidos
de soporte. Sin embargo, estudios futuros deberian
ser llevados a cabo con un mayor ntimero de sujetos
con diagnostico de periodontitis crénica y diversos
grados de severidad en muestras de fluido crevicular
gingival, que permitan determinar si la expresion de
TLR2 estéd en relacion con el grado de inflamacién y
por ende con la progresién de la enfermedad.
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