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RESUMEN

Los métodos de diagnéstico tradicionales no son suficientemente fiables y solo nos permiten
un diagnéstico retrospectivo sobre la pérdida del nivel de insercién. Luego, con el objetivo de
aumentar su fiabilidad han sido desarrollados métodos complementarios de diagnoéstico y
alternativos para detectar la actividad de la enfermedad periodontal.

En realidad existen un conjunto de nuevos métodos de diagnéstico, basados en la respuesta
inmunolégica que nos ayudan a hacer un diagnéstico mas preciso y eficaz. Es pues, necesa-
rio conocer sus ventajas y desventajas y su aplicabilidad clinica.

Fue hecha una revisién de articulos de los ultimos dos afios del Journal Clinical of

Periodontology y en Journal of Periodontol.

PALABRAS CLAVE

Enfermedad periodontal, indicadores microbiolégicos, inflamatorios e inmunolégicos, enci-

mas proteoliticas e hidroliticas.

1. INTRODUCCION

La capacidad para diagnosticar la existencia de
periodontitis en una localizacién periodontal, y dife-
renciarla, por tanto, de una localizacion sana, ha sido
uno de los aspectos mas discutidos en los ultimos
afios (1), (2). El conocimiento cada vez mas preciso de
la naturaleza, etiologia y patogenia de esta enferme-
dad sigue suscitando una continua busqueda de nue-
vas estrategias de diagnéstico, y de como adaptarlas
a la practica clinica diaria.

Durante afios, el diagnoéstico de la Enfermedad
Periodontal (EP) se basaba en examenes clinicos y
radiograficos, que evidenciaban la pérdida de inser-
cién y de soporte 6seo. No obstante, la determinacién

de la profundidad de sondaje, pérdida de insercién y
nivel de la cresta 6sea s6lo permite realizar un diag-
néstico retrospectivo de la pérdida de soporte perio-
dontal. Asimismo, durante decadas se pensé que la
enfermedad periodontal, una vez iniciada, evolucio-
naba de una forma lenta y continua. Este concepto de
progresién lineal de la enfermedad arranca de los
estudios de Russell et al. (3), que mostraban una
mayor destruccién de soporte en los pacientes de
edad mas avanzada. Igualmente, se consideraba que,
en presencia de placa bacteriana, y una vez iniciada
la enfermedad, esta evolucionaria de una forma simi-
lar en los diferentes individuos no tratados. Afios des-
pués, estudios realizados en grandes grupos de
poblacién ajenos a cualquier tipo de cuidados denta-
les, permiten postular un nuevo modelo de progre-
sién de la periodontitis, que considera como determi-
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nante el factor de la susceptibilidad individual frente
a la agresién bacteriana (4). Segun este nuevo mode-
lo, dentro de un mismo grupo de individuos someti-
dos a las mismas condiciones ambientales, y con
nivel socioeconémico y habitos higiénicos similares,
se pueden encontrar distintos patrones de evolucién
de la enfermedad periodontal. Incluso en los pacien-
tes tratados, se econtré que, a pesar de la terapia de
mantenimiento, podrian existir periodos o brotes de
exacerbacion de la enfermedad. Estos brotes de pér-
dida de insercién, que inicialmente se consideraban
no justificados, se relacionaron con alteraciones de la
flora bacteriana o de las defensas del propio huesped
(8). Asi, la presencia, por ejemplo, de Actynobacillus
actynomycetemcomitans (Aa) se demostro fuertemen-
te asociada a localizaciones enfermas, mientras que la
de Streptococos sanguis lo estaba a las localizaciones
sanas.

En las tultimas decadas, se han tratado de desarrollar
nuevas lineas de estudio y de diagnoéstico basadas en
el estudio de mediadores inmunoldgicos y bioquimi-
cos y de su relaciéon con la EP, como resultado de la
respuesta individual a la enfermedad. Estos mediado-
res incluyen algunos considerados especificos de la
respuesta anti-infecciosa, como son los anticuerpos
frente a determinados patégenos, asi como otros que
representan una reaccion negativa del huésped. En
este ultimo caso se incluyen aquellas sustancias deri-
vadas de la respuesta inflamatoria especifica, que tie-
nen un efecto lesivo para el propio huésped, como
son algunas enzimas y citoquinas liberadas por las
células inflamatorias. La respuesta del huésped a la
infeccién periodontal puede relacionarse con un pro-
ceso de infeccion aguda, de respuesta humoral, o de
respuesta celular. Cada una de estas formas puede
ser valorada mediante pruebas diagnosticas para la
deteccién de los mediadores relacionados con ellas.

2. RECOGIDA DE MUESTRAS A PARTIR
DEL FLUIDO CREVICULAR

El fluido crevicular es un exudado que contiene enzi-
mas, células descamadas, restos celulares y otros pro-
ductos derivados del epitelio sulcular. La importancia
del fluido crevicular en el diagnéstico periodontal
radica en la posibilidad de determinar la presencia
de diversas enzimas, marcadores de la inflamacién, y
restos celulares del huesped cuya presencia podria
asociarse con distintos grados de periodontitis. Al
igual que el fluido crevicular, la saliva puede ser utili-
zada, segun algunos autores, como medio para la
deteccion de estos marcadores.

Para su andlisis, el fluido crevicular debe ser recogi-
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do de forma que se produzca una minimo deterioro
del entorno del surco, y en el menor tiempo posible;
como referencia se ha estimado que la recogida no
debe durar mas de 30 Seg (6). De hecho, la falta de
estandarizacién a la hora de la recojida de las mues-
tras, asi como de su analisis, hace dificil establecer
comparaciones entre los diferentes estudios publica-
dos, y, por tanto, extraer conclusiones.

Cimasoni et al. en 1983 (6) describieron cuatro méto-
dos posibles para la recogida del fluido, como son las
tiras de papel, micropipetas, microjeringas, y tiras de
plastico; a estos deben afiadirse las técnicas inmuno-
légica y bioquimicas descritas por Rossomando et al.
en 1987 (10).

a) Tiras de papel. Las tiras de papel son pequeiias
bandas de celulosa que permiten absorber por capi-
laridad el fluido crevicular cuando son insertadas en
el surco gingival, o cuando son colocadas en su entra-
da. Su principal limitacién radica en el hecho de que
so6lo permiten cuantificar el volumen de fluido gene-
rado. Una vez recogidas las muestras, existen varias
técnicas para cuantificar el volumen de fluido:
mediante andlisis colorimétrico, mediante valoracién
del tamafio de la tira con fluido, y mediante fluores-
cencia. El método mas extendido consiste en la
determinaciéon de la penetracion de fluido en la tira
mediante un dispositivo electrénico (Periotron,
ProFlow, Amityville, NY). Las diferencias encontradas
son registradas digitalmente para determinar el volu-
men total de fluido crevicular. La determinaciéon obte-
nida con esta aparatologia puede verse influida por la
temperatura ambiental y/o por el grado de humedad;
para minimizar esta influencia fue desarrolada una
nueva generacion de lectores (Periotron 6000,
ProFlow, Amityville, NY) considerado por algunos
autores como mas predecible que su predecesor (1) y

(8)-

Figura 1. Periotron, ProFlow, Amityville, NY (Periopaper )
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Figura 2. Tiras de periopaper (Periopaper y periopaper 2).

b) Micropipetas. Las micropipetas son dispositivos
que permiten recoger pequefios volumenes de liqui-
do, en este caso fluido gingival, para su cuantificacién
o andlisis cualitativo. Para esto, la pipeta debe ser
colocada a la entrada del surco para la recogida del
fluido por accién capilar, y medir asi el volumen del
fluido que entra en el tubo. En relaciéon al analisis del
fluido, este método presenta el inconveniente de la
alteraciéon en la composicion del fluido al entrar en
contacto con la superficie del tubo de la pipeta; deter-
minados sustancias podrian quedar adheridas a su
superficie, y posteriormente, no podrian ser detecta-
das.

c¢) Microjeringas. Este es un metodo de valoracién
de la cantidad de fluido. Para ello se introduce un
volumen conocido de una sustancia tampén mediante
una pequeifia jeringa en el surco gingival, y posterior-
mente es arrastrado junto con el fluido previamente
existente en el surco. La sustraccion de ambos volua-
menes nos proporciona el valor correspondiente al
fluido crevicular.

Figura 3. Toma de muestras (Periopaper 3)

d) Tiras de plastico - Estas tiras de plastico sirven
para recoja y examinacién de leucocitos intracrevicu-
lares. Permiten cuantificar el numero de PMN no surco
y relacionar su cuantidad con la respuesta inflamato-
ria. (9).

e) Tecnicas imnulogicas y biogquimicas - Técnicas
locales que nos permiten, por una unién de un Atc
conocido detectar la presencia de una molecula espe-
cifica que queremos estudiar. El Atc generalmente con
origen animal, es introducido en el surco unido a una
pequefia gota magnética. Este complejo es despilies
recogido en el surco por una sonda magnetica.
Permitenos detectar directamente lo que buscamos y
va ha sido testado para el factor de necrosis tumoral .
(10).

2.1.INDICADORES DE LA RESPUESTA
INFLAMATORIA

La respuesta inflamatoria en la EP es resultado de la
presencia de uno o varios patégenos y/o de la res-
puesta de los tejidos que la sufren, y que, a nivel bio-
quimico se traduce en la liberacién de un conjunto de
mediadores resultantes de la activaciéon de varios sis-
temas como es el complemento, la coagulacién, la
fibrinolisis y las kininas; y a nivel celular en la presen-
cia de determinados tipos celulares que participan en
la respuesta defensiva del huésped frente a dicha
agression. La respuesta inflamatoria esta mediada fun-
damentalmente por neutréfilos que representan mas
del 50% de los leucocitos en circulacién, y que son
identificadas en el surco gingival por la presencia de
enzimas extracelulares de origen lisosémico. A conti-
nuacién se describe en que médida la identificacién
de la presencia de estos mediadores y de su cantidad
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Figura 4.

servird como diagnéstico e identificaciéon de la seve-
ridad de la enfermedad periodontal.

2.1.1. Prostaglandinas

La prostaglandina E2 (PgE2) tiene efectos preinflama-
torios e imunorreguladores que interfieren con la fun-
cién y la respuesta celular (11).

Los estudios de Offenbacher et al. 84" (12) evidencia-
ron que estos mediadores inflamatorios liberados por
accion de la ciclooxigenasa sobre el ac. araquidénico
estadn relacionados con la pérdida de insercién. La
PgEZ2 es liberada por los macréfagos y tiene como
accion mediar en la respuesta inflamatoria mediante
el reclutamiento celular, la producciéon de colagenasa
v la estimulacién de la actividad osteoclastica. Se ha
especulado con que que la deteccién de niveles altos
de PgE2 en el fluido crevicular podria ser un indica-
dor de pérdida de insercién en los 6 meses siguientes
a su aparicion.

Por este motivo, la presencia de prostaglandinas
podria aparecer en niveles progresivamente mayores
en pacientes clinicamente sanos, y en pacientes con
gingivitis y periodontitis establecidas. En el momento
actual, el tinico test diagnéstico para la identificacién
de la PgE2 es el ELISA.

2.1.2. Elastasa

La elastasa sintetizada en los tejidos gingivales por
los PMN's es detectada, con analisis bioquimico y his-
toquimico. Actua degradando los proteoglicanos y
activando colagenasas latentes. La elastasa esta
aumentada en la inflamacién gingival, en el aumento
de la profundidad de la bolsa y en la perdida del nivel
de insercién y de hueso, disminuyendo en localizacio-
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nes sanas como resultado de un tratamiento eficaz
(13). Estos estudios demonstraron que esta associada
a perdida de nivel de insercién cuando se encontra
presente a niveles elevados.

2.1.3. Glucuronidasa

La glucuronidasa es una enzima que se utiliza como
marcador de la liberacion de granulos primarios de
los neutroéfilos. Bajo este principio, la detecciéon de
esta enzima se utiliza para determinar la actividad de
los linfocitos neutrofilos en el fluido crevicular.

Lamster et al. encontraron una relacién positiva entre
niveles elevados de esta enzima y la pérdida del nivel
de insercion (14). Asimismo, estudios transversales
(14) han demuestrado que existe una relacién entre
estas enzimas y la inflamacién gingival, el aumento de
la profundidad de sondaje, y la perdida 6sea. Incluso
se ha asociado el aumento selectivo de algunas enzi-
mas, como la alfa-glucorunidasa con la presencia y
actividad de algunas espiroquetas (Porphiromas
gingivalis e Prevotella intermédia). De esta forma,
podria considerarse como un factor de predictibili-
dad de futura perdida de insercién, por cuanto la
deteccion de las bacterias seria previa a la destruc-
cion periodontal.

Hasta el momento actual, en la literatura solo existe
evidencia de la relacion entre el aumento de b-glucu-
ronidada y elastasa con la pérdida de nivel de inser-
cién, y por tanto, con enfermedad activa. Por el con-
trario, otros indicadores de la actividad de los neutro-
filos no tienen atn su relaciéon provada. Por ejemplo, el
Leucotrieno B4, resultante de la accion de la lipooxi-
genasa sobre el Ac. Araquidénico, aunque se encuen-
tre aumentado hasta 4 veces sobre los valores norma-
les en pacientes con periodontitis, sélo nos indica la
existencia de enfermedad en ese momento determi-
nado; es decir, careceria de valor predictivo sobre la
pérdida de insercién.

2.1.4. Colagenasa

Las colagenasas son enzimas que tienen como funcién
degradar el colageno, y son sintetizadas por macrofa-
gos, fibroblastos, queratinécitos y neutrofilos, tras
estimulacién por citoquinas y otros produtos bacteria-
nos. En el entorno periodontal, estas enzimas se origi-
nan fundamentalmente a partir de los neutrofilos loca-
lizados en el surco crevicular. Ademas, estas células
tienen la capacidad de producir los factores inhibi-
dores de las metaloproteinasas, enzimas involucradas
igualmente en la destruccion del colageno. La activi-
dad de la colagenasa presente en el tejido gingival y
en el fluido crevicular parece estar aumentada cuan-
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do existe gingivitis, como se ha evidenciado experi-
mentalmente a través de modelos animales (15) y su
concentracion estaria relacionada con la inflamacion
y la gravedad de la enfermedad. A través de diversos
estudios se ha intentado relacionar la presencia de
colagenasa con la enfermedad periodontal, encon-
trandose una correlacién positiva tanto para la perio-
dontitis del adulto como, para la periodontitis juvenil
localizada, en relaciéon a los niveles detectados en
individuos sanos (16). No obstante, otros autores han
referido la inexistencia de una relacién constante
entre ambas, de forma que los niveles de colagenasa
se pueden encontrar fluctuando durante las diferentes
fases del tratamiento. Por este motivo, la determina-
cién de altas concentraciones en algunas fases pue-
den no corresponder a periodos de actividad perio-
dontal o de pérdida de insercion.

Tomando como objeto de estudio la rebsorcién 6sea,
tampoco ha sido posible establecer una correlacion
con los niveles de colagenasa (21). Posiblemente,
esta diversidad en los resultados tiene su origen en el
hecho de que esta enzima se puede osriginar en
diversos puntos del entorno periodontal, no sélo por
los neutrofilos del surco crevicular.

Desde el punto de vista técnico, el principal problema
a la hora de determinar los niveles de colagenasa en
el fluido crevicular es el tiempo que requiere el pro-
cesado de los tests. Mancini et al. (17 ) han desarro-
llado un meétodo para cuantificar los niveles de cola-
genasa, conocido como andlisis de colagenasa con
biotina soluble (SBA). Este método esta basado en la
quimioluminiscencia, y permite detectar lo productos
de destrucion de la biotina por la colagenasa. Segun
los autores, este es un metodo de gran especificidad,
simple y rapido, y que permite distinguir entre los
estados de salud y actividad periodontal.

A pesar de las expectativas creadas, no conviene olvi-
dar que hasta la fecha, el tnico estudio longitudinal
existente no ha permitido probar una relacién entre el
aumento de las colagenasas y la perdida de insercién.

2.1.5. Fosfatasa alcalina y fosfatasa acida

La fosfatasa alcalina es una enzima segregada por
células de estirpe mesenquimal, y linfocitos neutrofi-
los, pero que también puede tener su origen en algu-
nas bacterias. La presencia de fosfatasa alcalina esta
relacionada con el metabolismo 6seo, siendo detecta-
da a nivel de los PMN. Al revés, la fosfatasa acida pre-
sente en las células del fluido crevicular no esta aso-
ciada con cualqgiuer parametro de actividad o grave-
dad de enfermedad.

La relacion entre la fosfatasas acida y alcalina y aque-
llos procesos en los que existe reabsorciéon 6sea ha

justificado su estudio como marcadores en la enfer-
medad periodontal (18). Chapple et al. (19 ) han con-
siderado la posiblidad de utilizar la fosfatasa alcalina
en el fluido crevicular como predictor de la pérdida
de insercién en pacientes con periodontitis del adul-
to, mediante quimioflurescencia. Sin embargo, los
resultados obtenidos solo permiten sugerir una débil
relacién entre el aumento de la fosfatasa alcalina y la
pérdida de insercion.

2.1.6. Proteinasas

Las proteinasas como la catepsina B y L son enzimas
involucradas en la degradaciéon de componentes
extracelulares como el colageneo, participando tam-
bién activamente en la reabsorcion 6sea. En relacion
con la enfermedad periodontal se ha sugerido que las
catepsinas pueden estar asociadas al aumento de la
inflamacién gingival, profundidad de sondaje, nivel
de insercién y perdida osea (20,21). La catepsina B
parece ser un marcador fiable de la pérdida progresi-
va de insercién. De esta forma, su concentracién apa-
receria disminuida en localizaciones sanas, y en zonas
afectadas después del tratamiento periodontal. Otra
catepsina, la D, se encuentra aumentada aquellas
situaciones que comportan inflamacion gingival, y por
tanto aumento de la profundidad de sondaje, pérdida
de insercién y reabsorcién 6sea. No obstante, y al
igual que con otros marcadores, todavia no existe nin-
gun estudio longitudinal que relacione claramente el
aumento de esta proteasa con la enfermedad perio-
dontal.

2.1.7. Tripsina

La tripsina es una enzima presente en grandes canti-
dades en los tejidos gingivales y en pequefia cantidad
en el fluido crevicular, y que tiene la capacidad de
separar la fraccién tercera del sistema de comple-
mento y activar la colagenasa en estadio latente.
Aumenta con la perdida de insercion y la reabsorcién
6sea, y disminuye despiies del tratamiento periodon-
tal (21).

2.1.8. Dipeptidilpeptidasa

La DPPII es una enzima lisosomica presente en los
fibroblastos y tambien en los macrofagos a nivel del
fluido crevicular. La DPPIV esta presente en los lisoso-
mas de los macrofagos, fibroblastos y linfocitos T. La
DPPII es activa en medio acido, mientras que DPPIV es
activa en medio alcalino, estando ambas presentes en
los tejidos gingivales y en el fluido crevicular. Son
diferentes de las DPP bacterianas porque estan rela-
cionadas directamente con la gravedad de la enfer-
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medad. En las localizaciones sanas y en las localiza-
ciones afectadas despues del tratamiento periodontal
eficaz tienen un valor préximo a cero. Por esta razén
se han propuesto como posibles marcadores de una
futura pérdida de insercién.

2.1.9. Calproteina

Es una proteina leucocitaria, asociada a diversas enfer-
medades de naturaleza inflamatoria, como la Atritis
Reumatoide. Puede encontrarse en el fluido crevicular,
estando en concentraciones aumentadas en las bolsas
periodontales si se compara con surcos gingivales
sanos. Los estudios de Kido Jun-ichi et al. (22) analizan-
do el nivel de calprotectina, PgE2, e Illlb mediante
ELISA, evidenciaron una correlacién positiva entre sus
concentraciones y los indicadores clinicos de profundi-
dad de sondaje e indice de sangrado. Los mismos estu-
dios indican que los niveles de calproteina esta aumen-
tados cuando el indice de sangrado es mayor. Otro
estudio, verificé la existencia de una relacién entre sus
niveles y los de otros marcadores bioquimicos como la
colagenasa o la aminotransferasa-aspartato, sugerien-
do que en un futuro podrian ser tutiles como marcado-
res de la inflamacién periodontal (23).

2.2.TESTS DE DIAGNOSTICO BASADOS EN LOS
NIVELES DE ENZIMAS PROTEOLITICAS E
HIDROLITICAS EN EL FLUIDO CREVICULAR

Se han comercializado dos tests para detectar estas
enzimas en fluido crevicular y asi evaluar y preveer
una futura pérdida de insercién, que se conocen como
Periocheck® y Prognostik®.

2.2.1.Periocheck® ( ACTech )

El Periocheck® consiste en una tira de papel que intro-
ducida en el surco periodontal permite obtener una
muestra de fluido crevicular, y, a partir de ella, deter-
minar la presencia de proteinasas neutras en el fluido
crevicular, como la colagenasa. Tras su introduccion en
el surco, la tira se coloca en contacto con un gel de
colageno, que, una vez incubado a 43°C, evidencia una
alteracion de color que depende de la cantidad de
enzima presente. La intensidad del color es evaluada
mediante una escala de 0 a 2, que es comparada con
un indice de referencia colorimetrico estandar (mues-
tra tres gamas de color), incluidas en el propio test.

2.2.2. Prognostik® ( Dentsply)

Este test permite detectar la presencia de serina y
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elastasa en el fluido crevicular. La recogida de la
muestra se realiza de la misma forma que en el test
anterior, pero en este caso, la tira contiene un péptido
reactivo que permite detectar la presencia de elasta-
sa. La elastasa sera evidenciada mediante la adicién
de un substracto marcado con un grupo fluorescente,
conocido como AFC. La reaccién se produce tras un
periodo de 4 a 8 minutos, momento desde el cual es
posible detectar la emision de fluorescencia median-
te luz ultravioleta. La comparaciéon con una escala de
referencia permite cuantificar el resultado.

Los tests de diagnostico ademas de ser capaces de
detectar la presencia de algun marcador asociado a
la actividad de la enfermedad periodontal, deben
reunir algunas caracteristicas, como ser faciles de uti-
lizar, como ocurre con los métodos colorimétricos, vy
la de poder ser presentado al paciente. No obstante,
al dia de hoy estos métodos diagnésticos presentan
algunas desventajas, como son:

- la dificuldad para determinar en cada caso el bio-
marcador mas apropiado a la luz de los conocimen-
tos actuales.

- la dificuldad de eligir las localizaciones periodonta-
les y el momento mas apropiado para la recojida de
la muestra.

- algunos marcadores no son especificos de la infla-
macién periodontal, y aun en presencia de inflama-
cién, de pérdida de insercién. Asi, por ejemplo, un
marcador podria tener valor diagnostico para la pre-
sencia de inflamacién, y no necesariamente prede-
cir la futura pérdida de insercion.

- en general su coste es elevado (21).

En resumen, del analisis de los estudios anteriores, es
posible agrupar los marcadores en dos grandes gru-
pos:

A - Catepsina B, elastasa, DPPII, DPPIV y beta-glicuro-
nidasa, que, en estudios transversales parecen tener
valor predictivo de la progresion de la enfermedad
periodontal.

B - Colagenasa, tripsina, fosfatasa alcalina, arilsulfata-
sa y mieloperoxidasa, que se asociarian, segun estu-
dios transversales y longitudinales no solo con la
actividad, sino con la intensidad de la enfermedad
(21).

2.3. INDICADORES DE LA RESPUESTA INMUNE
CELULAR EN EL FLUIDO CREVICULAR

A partir de los afios 70 comienza el interés por cono-
cer el papel de los linfocitos T en la enfermedad






