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Presencia de Prostaglandina E2 del fluido crevicular en relacion
con el estado clinico-radiografico del periodonto™

Presence of crevicular fluid Prostaglandin E2 in relation with
clinical and radiographic periodontal status*®

RESUMEN

Introduccion y objetivos: La prostaglandina E2 (PGE2), esta presente en el fluido
crevicular gingival (FCG) y es evidenciada en la enfermedad periodontal (EP). Sin
embargo, no existen informes suficientes para correlacionar las concentraciones de
PGE2 del FCG en la salud y la EP con indicadores clinicos y radiogréaficos, edad y género.
Por lo tanto, el presente estudio tiene como objetivo estimar los niveles de PGE2 en el
FCG de sujetos sin enfermedad periodontal y con enfermedad periodontal. Materiales y
Métodos: Se seleccionaron 99 sujetos, 33 sin EP (G1) y 66 con EP, 33 con gingivitis (G2)
y 33 con periodontitis (G3), que fueron sometidos a un diagndstico clinico-radiografico,
registrandose muestras de FGC, siendo almacenadas, centrifugadasy refrigeradas para su
conservacion. Posteriormente se midio la concentracion de prostaglandina E2 crevicular
mediante el ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), determindndose
la concentracion de cada sujeto. Resultados: PGE2 se detecté en todas las muestras.
El G1 presentd una concentracion de 28,82+2,88 pg/mL, el G2 44,91+4,37 pg/mL
y el G3 148,67+74,74 pg/mL (p<0.0001). Los niveles de PGE2 se correlacionaron
significativamente con la hemorragia al sondaje, profundidad de sondaje, pérdida
de insercion y pérdida osea (p <0,05). Los niveles de PGE2 fueron modificados por la
edad, pero no por el género. Conclusion: Es bien sabido que las células inflamatorias
activadas producen mediadores inflamatorios que estimulan la produccion de PGE2. Los
hallazgos de este estudio demuestran un aumento de la concentracion de PGE2 del FCG
de acuerdo a la presencia de mayor severidad de la EP. PGE2 puede ser considerada como
un biomarcador en la progresion de la EP. Sin embargo, se necesitan estudios controlados
longitudinales para confirmar esta posibilidad.

PALABRAS CLAVE:
Enfermedad periodontal (EP); ELISA; fluido crevicular gingival (FCG); prostaglandina
E2 (PGE2).

ABSTRACT

Background and Objectives: Prostaglandin E2 (PGE2) is present in gingival crevicular fluid
the (GCF) and is evidenced in periodontal disease (PD). However, there are no enough
reports to correlate the PGE2 concentrations in GCFin periodontal health and disease with
clinical and radiographic indicators, age and gender. Hence, the present study is aimed
to estimate the levels of PGE2 in GCF of subjects without periodontal disease (SEP) and
periodontal disease (CEP). Materials and Methods: 99 subjects were selected, 33 without
PD (G1) and 66 with PD, 33 with gingivitis (G2) and 33 with periodontitis (G3), which
were submitted to a clinical and radiographic diagnosis, registering samples FGC, being
stored, centrifuged and refrigerated for preservation. Subsequently the concentration of
crevicular PGE2 was measured by using the enzyme linked immunosorbent assay (ELISA),
determining the concentration of each subject. Results: PGE2 was detected in all the
samples. The G1 presented a concentration of 28.82 + 2.88 pg [ mL, G2 44.91 + 4.37 pg |
mL and G3 148.67 + 74.74 pg [ mL (p <0.0001). PGE2 levels were significantly correlated
with bleeding on probing, probing depth, attachment loss and bone loss (p <0.05). PGE2
levels were modified by age, but not gender. Conclusion: It is well known that activated
inflammatory cells produce inflammatory mediators that stimulate the production of
PGE2. The findings of this study demonstrate an increased concentration of PGE2 in
FCG according to the presence of greater severity of PD. PGE2 may be considered as a
biomarker in PD progression. However, controlled, longitudinal studies are needed to
confirm this possibility.

KEYWORDS:
Periodontal disease (PD); ELISA; gingival crevicular fluid (GCF); prostaglandin E2 (PGE2).
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INTRODUCCION

Para evaluar la utilidad de un marcador de riesgo para la EP, es conveniente comprender los con-
ceptos basicos sobre la patogenia de la enfermedad (1). La AAP sostiene un modelo de patogenia
de la EP y define un modelo de trayectoria patogénica para la explicacion de la enfermedad (2).
Las EPs estan causadas por una reaccion inflamatoria localizada, en respuesta a una infeccion
bacteriana de los tejidos de sostén de los dientes. Es una enfermedad multifactorial. La respuesta
inmunitaria e inflamatoria del huésped frente al ataque microbiano es un determinante clave de la
vulnerabilidad para desarrollar la enfermedad destructiva, bajo la influencia de multiples factores
de comportamiento, ambientales y genéticos (3). Las zonas de periodonto sano se caracterizan por
la presencia de placa microbiana, compuesta principalmente por microorganismos grampositivos.
En esta situacion, el LCG representa un exudado sérico, que fluye de los tejidos gingivales hacia el
surco gingival.

La gingivitis se caracteriza por un cambio en la composicion de la placa microbiana, con un incre-
mento de los microorganismos gramnegativos que desencadenan una respuesta localizada en el
huésped que produce eritema gingival, edema, pérdida de punteado gingival, formacion de bolsas
y sangrado en el sondaje (4). Con un diagnostico clinico de gingivitis, en el LCG, se identificaron la
mayoria de los mediadores de PMNs, leucotrieno B4, factor activador de las plaquetas, tromboxa-
no B2, elastasa y colagenasa (5).

En la periodontitis, la placa microbiana gramnegativa evoluciona y coloniza profundamente en el
surco gingival (placa subgingival) y promueve una respuesta inflamatoria cronica. La presencia de
patogenos subgingivales especificos es otro indicador de enfermedad, necesario pero no suficien-
te, para causar la enfermedad (6). Las citoquinas inflamatorias que pueden detectarse en el LCG,
son producidas por células del sistema inmune (macrofagos, linfocitos T, NK) y células no inmunes
(fibroblastos, células endoteliales) y servir como indicador del estado inmunorregulador e inflama-
torio local de los tejidos periodontales (7).

La presencia de LPS es un estimulo microbiano clave que desencadenara la respuesta del huésped
en los sitios de EP. Penetran en los tejidos y estimulan los monocitos, que secretan mediadores
como la PGE2, tromboxano B, IL-1, IL-6 y IL-8, TNF y colagenasa. Estos mediadores de la infla-
macion activan posteriormente las células musculares lisas, los fibroblastos, mas monocitos y los
osteoclastos para producir metaloproteasas de la matriz y estimular la reabsorcion osea. Esta
cascada inflamatoria provoca inflamacion clinica, pérdida de insercion vy, finalmente, pérdida de
dientes (8-9). La PGE2 es uno de los principales mediadores en la inflamacion periodontal, median-
te la estimulacion de la supresion de la produccion de linfocitos, la disminucion de la sintesis de
colageno por fibroblastos y su influencia en la resorcion osea osteoclastica (10-11).

No todas las personas tienen igual riesgo ante la EP. La susceptibilidad a la periodontitis varia
mucho entre individuos que albergan la misma microflora patdgena. Es importante establecer
quien esta en situacion de riesgo y qué caracteristicas pueden utilizarse para identificar a estos
individuos situados en los grupos de mayor riesgo (12-13). La evaluacion del riesgo reduce la nece-
sidad de la terapia periodontal compleja, mejora los resultados del paciente y, en ultima instancia,
reduce los costos de atencion de la salud oral (14).

Dado que la composicion del LCG, refleja la naturaleza y la amplitud de la respuesta del huésped
a la amenaza de la placa microbiana, y dado que la progresion de la EP depende en gran parte de
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la respuesta del huésped, la determinacion de los niveles de los componentes del LCG es adecuada
para la evaluacion del riesgo que tiene una persona de padecer esta enfermedad. Este riesgo puede
estar relacionado con una enfermedad casual, es decir, una nueva enfermedad en un individuo o
zona de periodonto sano. Puede aplicarse a individuos sanos que se encuentran en transicion de
salud a gingivitis, a pacientes en transicion de gingivitis a periodontitis o al riesgo de progresion
en zonas con enfermedad ya existente (15).

Los niveles de PGE2 son elevados en el tejido gingival y el LCG de pacientes con periodontitis, en
comparacion con sujetos sanos periodontalmente (16-17). De alli, la importancia de la aplicacion
potencial de los niveles de PGE2 en el LCG para predecir la gravedad de la EP y reflejar actividad
de la enfermedad. El objetivo general de este trabajo fue relacionar la concentracion de PGE2 en
el FCG con el estado clinico-radiografico del periodonto.

MATERIALES Y METODOS

Se realizo un estudio observacional, transversal analitico (comparativo), de base individual. Se
midio la presencia y concentracion de PGE2 en el fluido crevicular de los sujetos elegidos para
la investigacion y se correlaciono dicho fenomeno con las caracteristicas clinicas y radiograficas
periodontales de cada uno de ellos. Se seleccionaron 99 sujetos, siguiendo una técnica de mues-
treo no probabilistico, por conveniencia. Se trata de una muestra dirigida y “clasica” de un estudio
de este tipo. La seleccion de la muestra no fue al azar, aunque la asignacion de los sujetos a los
grupos si lo fue (muestreo aleatorizado simple). Los criterios de inclusion fueron sujetos de ambos
sexos, entre 24 y 58 afos de edad y sistémicamente sanos, que no se encontraban consumiendo
medicamentos, ni poseian el habito de fumar. Sujetos con periodonto clinicamente sano y con EP.
Los 99 pacientes se dividieron en tres grupos de los cuales 33 eran clinicamente sanos (G1), 33 con
gingivitis (G2) y 33 con periodontitis cronica (G3).

En el examen clinico, se consignaron los siguientes datos: edad, sexo, sangrado gingival, profundi-
dad al sondaje de los surcos y/o bolsas y prueba de los niveles clinicos de insercion. Para establecer
las condiciones clinicas del periodonto, se utilizé el “indice de Valoracion Periodontal/PSR" modi-
ficado (18), tabulando el estado periodontal de la siguiente manera: periodonto sano (G1): equivale
al sangrado al sondaje en menos del 20% y ausencia de bolsas menores o iguales a 4mm; gingivitis
(G2): equivale al sangrado al sondaje en mas del 20% y menos de 4 dientes con profundidad al
sondaje mayor o igual a 4 mm; periodontitis (G3): equivale a profundidad al sondaje mayor o igual
a 4 mm en un numero mayor a 4 dientes.

Se dividié la boca en sextantes, dando el diente en peor estado el cddigo del sextante.

El analisis radiografico se realizé por medio de radiografia periapical tomada con técnica del pa-
ralelo o cono largo, con el uso de soportes especiales para la pelicula. Se realizaron tomas radio-
graficas del sector anterior (superior e inferior de canino a canino) y primeros molares superiores e
inferiores que coincidieron con las zonas donde se extrajeron conos de papel con FCG.

Las radiografias fueron digitalizadas utilizando el programa: UTHSCSA Image Tool 2.0 (http://

imagetool.software.informer.com/2.0/). Se midi6 la distancia del limite amelo-cementario (LAC)
a la cresta dsea alveolar (COA), utilizando la metodologia propuesta por Hausmann (2000) (19).
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Fue medida en un Unico sitio en cada imagen digital (dos por cada radiografia). Los valores fueron
expresados en mm y luego convertidos en porcentaje en cada grupo de estudio.

El grado de severidad de la pérdida dsea con respecto a las raices de las piezas dentarias fue cla-
sificada en: pérdida leve: ligeros cambios en la cresta alveolar (discontinuidad de lamina, ligera o
nula la pérdida de altura); moderada: pérdida dsea que no va mas alla del tercio cervical de la raiz
y severa: pérdida O0sea que abarca los tercios medio y apical de la raiz.

Para la toma de las muestras se siguié en todos los casos el protocolo siguiente:

1) preparacion del campo operatorio; 2) observacion y exploracion de surcos y bolsas; 3) elimina-
cion de placa supragingival y aislamiento relativo con rollos de algodon; 4) introduccion de conos
de papel estéril N° 30 durante 45 segundos.

Una vez tomada la muestra se colocd cada una en tubos eppendorff conteniendo una sustancia
buffer constituida por 95% de fosfato salino a un pH de 7.2 a 7.4 y 5% de suero bovino fetal y se
crioconservo a -70 grados centigrados hasta el procesamiento de todas las muestras.

El procesamiento de las muestras del FCG se realizd en el Laboratorio Central de la Provincia de
Corrientes, cumpliéndose con el protocolo de pruebas de ELISA. Los niveles de PGE2 fueron de-
terminados utilizando Human PGE, ELISA Kits (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). El kit de Invitrogen
Human PGE2 es un inmunoensayo competitivo para la determinacion cuantitativa de muestras
biologicas. La conversion de los valores de absorbancia en pg/mL se realizo siguiendo las indica-
ciones del protocolo. Este estudio fue revisado y aprobado por el Comité de Bioética de la Inves-
tigacion de la Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional del Nordeste (Expediente N°
12-2012-05058). Cumple con todas las recomendaciones de las normas internacionales de la ética
de la investigacion y de la Guias de Buenas Practicas Clinicas, seqgun decretos y reglamentaciones
vigentes. Todos los datos fueron analizados mediante el programa estadistico SPSS. Version 19
(SPSS Inc., Chicago, Illinois). Se realizo estadistica descriptiva, pruebas de chi-cuadrado, correla-
ciones, estimacion de riesgo. El nivel de significacion estadistica se fijo en p < 0,05 para todos los
analisis.

RESULTADDS

Caracterizacion de la muestra
Los sujetos experimentales presentaron edades entre los 24 y 58 afios, con una media de 44.53
anosy una desviacion estandar de 9.7 afos. De los 99 sujetos de la muestra 57,6% fueron hombres
y el 42,4% mujeres.

Variables clinicas, radiograficas y bioquimicas

En la Tabla | se observa la distribucion de las variables clinicas, radiograficas y bioquimicas por
grupo de estudio.
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Tabla I. Distribucion de las variables clinicas, radiograficas y bioquimicas por grupos de estudio

Dx-Rx (%) [PGE2]

PS mm NI mm (pg/mL)

X + DS X + DS X + DS
33 0 1,03+0,2 1,48+0,7 0 0 0 28,82+2,88
33 1 2,64+0,8 2,03+0,53 0 0 0 44.91+4,37
33 1 6,55+2,6 9,61+1,8 12,1 9,1 78,8 148,67+74,74

SG: sangrado gingival, grado 0 (ausencia de hemorragia), grado 1 (presencia de hemorragia); PS: profundidad
de los defectos periodontales en mm; NI: niveles clinicos de insercion en mm; Dx-Rx, Diagndstico
radiografico (0 = no pérdida osea), 1 = pérdida leve, 2 = pérdida moderada, 3 = pérdida severa); [PGE2]:
concentracion PGE2 expresada como pg/mL; G1 (Periodonto Sano), G2 (Gingivitis), G3 (Periodontis).

Elaboracion propia en base a los datos relevados en la Catedra de Periodoncia perteneciente Facultad
de Odontologia de la Universidad de Nacional del Nordeste- Argentina. Afios 2014-2015

La Tabla Il contiene un analisis descriptivo de la variable dependiente por grupos, asi como, los
limites superior e inferior para la media de cada grupo al 95% de confianza. Los valores de esta
tabla nos permitié conocer en qué grupo de estudio, la [PGE2] es mayor. Dados estos resultados
se puede observar a primera vista que la [PGE2] en el grupo 3 es mayor que la [PGE2] en el grupo
2y 1.

Tabla II. Analisis descriptivo de la variable [PGE2]

Intervalo de confianza
para la media al 95%

N  Media De:’p'?c:"" .'-"mijfe Limite superior  Minimo  Maximo
inferior

33 2882 2,888 2779 29,84 25 34

33 4491 4,376 4336 46,46 40 59

33 14867 74,748 122,16 175,17 82 500

99 7413 68433 60,48 87.78 25 500

Elaboracion propia en base a los datos relevados en la Catedra de Periodoncia perteneciente Facultad
de Odontologia de la Universidad de Nacional del Nordeste- Argentina. Afios 2014-2015

Para obtener una primera aproximacion acerca de si es razonable o no la hipdtesis nula, realizamos
grdfico de barras de error. Se selecciond en variable la [PGE2] y en el eje de categorias el estado
clinico del periodonto (condicion periodontal). El intervalo de confianza para la media se calcula
por defecto al 95% de confianza (Figura 1). Aparecen en el grafico los puntos que representan a
la media de cada grupo junto con los limites del correspondiente intervalo de confianza para la
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media poblacional. Mediante estadistico de Levene, en las poblaciones definidas por las tres con-
diciones periodontales, las varianzas de la variable [PGE2] no son iguales (p < 0,0001). Con pruebas
robustas de igualdad de las medias (Welch y Brown-Forsythe) con un p-valor menor que 0.05,
quedo confirmada la primera impresion proporcionada por el grafico de barras de error, la [PGE2]
media de las poblaciones comparadas no son iguales.

Figura 1. Grafico de barras de error. Intervalos de confianza (95%) para la media
poblacional de la [PGE2] en cada grupo de diagnostico: G1 (0), G2 (1), G3 (2)
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Elaboracion propia en base a los datos relevados en la Catedra de Periodoncia perteneciente Facultad
de Odontologia de la Universidad de Nacional del Nordeste- Argentina. Afios 2014-2015

El grafico de medias (Figura 2) es un grafico de lineas que muestra que la media de la [PGE2] au-
menta en funcion de categoria periodontal. La evaluacion de la asociacion entre [PGE2] y la varia-
ble agrupada profundidad al sondaje (PS = 1-3mm/PS= 6-13mm) mostré un valor de OR de 1,571
(PS/EP, >1), que se interpreto: “los sujetos con EP tienen un riesgo 1,6 veces el de los sujetos con
salud periodontal para tener una > [PGE2]". Mediante Chi-cuadrado observamos que la [PGE2], no
guarda una relacion de dependencia con la variable género (p = 0,689), pero si con la edad (p =
0,001). Los sujetos comprendidos entre 44-58 afios tienen un riesgo 5,7 (OR = 5.714) veces el de
22-42 para tener mayores valores > [PGE2]. Mediante la correlacion Rho de Spearman se demostro
una relacion directamente proporcional, fuerte y positiva (> 0,80) entre la [PGE2] y los parametros
clinicos y radiograficos (p=0.0001).
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Figura 2. Grafico de las medias con la variable factor en el eje horizontal (G1=0,
G2=1) y G3=2) y la variable dependiente en el vertical (PGE2 pg/mL)
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Elaboracion propia en base a los datos relevados en la Catedra de Periodoncia perteneciente Facultad
de Odontologia de la Universidad de Nacional del Nordeste- Argentina. Alos 2014-2015

DISCUSION

Los marcadores bioquimicos fueron desarrollados con la esperanza de brindar nuevas herramien-
tas clinicas para predecir y prevenir la EP. Los resultados obtenidos en este trabajo mostraron
que existe diferencia entre los niveles de PGE2 entre las diferentes muestras de FCG obtenidas de
sujetos con encia clinicamente sana, gingivitis y periodontitis. En el presente estudio, se encontrd
que las concentraciones medias de PGE2 en FCG aumentan progresivamente desde el grupo con
periodonto sano (28,82 pg/mL) al grupo con gingivitis (44,91 pg/mL) y con periodontitis (148,67
pg/mL) con p <0,001.

Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos por Offenbacher et a/ (1986) (20), Nakashi-
ma et al (1996) (21), Tsai et al (1998) (22), Leibur et al (1999) (23), Preshaw et a/ (1999) (24), Need-
leman et al (2000) (25), Kumar et a/ (2013) (26), quienes determinaron que las concentraciones
medias de PGE2 aumentan progresivamente desde un estado de salud a enfermedad y disminuyen
luego de la terapia periodontal.

En el tejido gingival sano, el FCG contiene siempre algunas células inflamatorias que aumentan con
la gravedad de la inflamacion. Entre estas células, leucocitos mononucleares [ macréfagos son la
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principal fuente de PGE2. Cualquier estimulo, que altere o daiie la membrana celular activara el
"acido araquidonico” que lleva a la produccion de prostaglandinas (26). En el presente estudio, se
encontrd que las concentraciones medias de PGE2 en FCG presentaban un limite inferior de 25 pg/
mL y superior de 34 pg/mL para un intervalo de confianza para la media al 95%.

La PGE2 tiene una fuerte correlacion positiva con los parametros clinicos y radiograficos perio-
dontales. Se incremento de forma concomitante con las puntuaciones de indice de hemorragia,
profundidad al sondaje, pérdida de insercion clinica y pérdida 6sea. Nuestros resultados demos-
traron que los niveles de PGE2 en FCG de las bolsas periodontales en periodontitis con diferente
profundidad fueron mayores que los controles normales, con un rango del incremento del riesgo
(OR) que va desde 1,30 a 1,88 mas veces en los sujetos con EP. Los niveles de PGE2 aumentaron
con la profundidad de la bolsa periodontal, en particular cuando la profundidad excede mas de 6
mm (media PS > 5 mm = 155,88 pg/mL), coincidiendo con los resultados obtenidos por Zhou et al
(1994) (27).

Este estudio mostré que los niveles de PGE2 se relacionaron significativamente con la gravedad
de la destruccion dsea en la periodontitis. Con un diagnostico de periodontitis 6sea severa la con-
centracion de PGE2 alcanzo los mayores valores (media de Dx-Rx 3 = 161,73 pg/ml). Roberts et al
(2004) (28), mediante un modelo animal demostraron la asociacion entre niveles altos de PGE2 e
incremento de pérdida dsea de la periodontitis.

Una interaccion significativa entre edad y concentracion de PGE2 (p=0.0001) fue observada en
nuestro trabajo, coincidiendo con los resultados de Nonnenmacher et a/ (2009) (29), quienes sos-
tienen que la produccion de PGE2 en respuesta a la acumulacion de bacterias parece ser modifi-
cados por la edad.

Con respecto al género no hubo una interaccion significativa con la concentracion de PGE2
(p=0,388), con un rango del incremento del riesgo (OR) que va desde 0,61 a 3,44 mas veces en los
hombres. Estudios en animales y humanos, han demostrado que los niveles de esteroides sexuales,
incluyendo progesterona y estradiol, producen una inflamacién localizada con aumento de PGE2
(30-31-32).

Los resultados de nuestro estudio mostraron una correlacion positiva significativa entre los niveles
de concentraciones de PGE2 en FCG y parametros clinicos con valor "r" de 0.817 para la presencia
de sangrado gingival, 0.856 para profundidad al sondaje, 0.830 para niveles de insercion clinica,
y 0,828 para severidad de pérdida osea. Estos resultados estan de acuerdo con los realizados por
Nakashima et a/ (1996) (21), Tsai et a/ (1998) (22) y Kumar et a/ (2013) (26).

En teoria, la mayor parte de los cambios destructivos inflamatorios y periodontales que se pro-
ducen en las EPs como enrojecimiento gingival, edema, degradacion del colageno y pérdida osea
pueden ser causadas Unicamente por la presencia y acciones directas de PGE2. La PGE2 induce
vasodilatacion y aumento de la permeabilidad capilar, que provocan signos clinicos de enrojeci-
miento, edema, resorcion osea y la inhibicion de la sintesis de colageno (Nakashima et al, 1994)
(33). En este concepto, es evidente que el equilibrio de las citoquinas determina si se produce la
destruccion del tejido o se mantiene la homeostasis (34-35).
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CONCLUSIONES

En conclusion, nuestros datos indican que la PGE2 en FCG muestra cambios dinamicos de acuerdo
con la severidad de la EP. Las concentraciones de PGE2 tienen una fuerte correlacion con la in-
flamacion gingival y los parametros clinicos. La medicion de PGE2 en FCG por ELISA puede ser un
método eficaz para evaluar la inflamacion periodontal. Se observo que hay una diferencia signifi-
cativa al comparar los valores de PGE2 de tejidos sanos y de tejidos con gingivitis y periodontitis.
La produccion de PGE2 en respuesta a la inflamacion localizada es modificada por la edad, pero

no por el género.
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