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Introduccion.

Las enfermedades periodontales constituyen un grupo de patologias de caracter
inflamatorio e infeccioso que afectan a los tejidos de soporte, tanto del diente como de los
implantes (1). Para que exista salud periodontal es necesario un estado inflamatorio
controlado que permita la homeostasis huésped microorganismo. Sin embargo, cualquier
defecto en las condiciones genético-ambientales como inmunodeficiencias congénitas o
adquiridas, enfermedades tales como la diabetes, la obesidad, la apnea obstructiva del
suefio (AOS), solas o combinadas, pueden contribuir a una inclinacion desfavorable del
equilibrio periodontal homeostatico (2,3).

Dada la elevada prevalencia de la periodontitis, que oscila entre el 20% y el 50% en la
poblacion general (4), y en el caso de la AOS, estudios recientes reportan una prevalencia
del 3%-17%, con mayor incidencia en varones entre la 52 y 72 década de vida (5), podemos
deducir que la periodontitis y la AOS, son dos patologias de gran impacto sobre el sistema

sanitario.

La evidencia de que los mediadores inflamatorios juegan un importante papel en la
patogenia de la AOS y de la Enfermedad Periodontal, asi como que ambas comparten
factores de riesgo comun, podrian sugerir una asociacion entre ellas (6).

La integracion de biomarcadores en nuestra practica clinica puede resultar muy util tanto
para el diagnostico de las enfermedades, como para el seguimiento de estas, incluso para
crear protocolos de tratamientos (7).

Si por definicion un marcador biolégico resulta muy Gtil como método no invasivo para el
diagnostico (7), partiendo de esa premisa, ¢podriamos buscar posibles biomarcadores en

una analitica basica de sangre o una simple muestra de saliva?

¢ Qué biomarcadores vamos a considerar en una analitica de sangre?

Los mediadores inflamatorios liberados en la enfermedad periodontal propiciarian un
ambiente inflamatorio de bajo grado (IGL) y activarian el sistema inmune iniciando una
respuesta de fase aguda.

Después de recibir el estimulo de las citoguinas inflamatorias, las quimiocinas serian

secretadas para el reclutamiento celular, por lo que analizar el recuento de elementos
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celulares sanguineos tales como el indice de neutréfilos/linfocitos (NLR), el indice de
plaquetas/leucocitos (PLR) y la proporcion de linfocitos/monocitos (LMR) podria
aportarnos datos sobre el efecto de la IGL que supone la enfermedad periodontal en la
inflamacion sistémica de los pacientes AOS con enfermedad periodontal y en los
pacientes periodontales no AOS. Es decir, el conteo de estas células, se podrian
considerar como biomarcadores cuya concentracién aumentaria o disminuiria durante
estados inflamatorios o infecciosos, lo que nos serviria como elemento diagndstico y
también terapéutico, al poder definir la presencia y el grado del proceso (8). No dejando
al margen otros marcadores inflamatorios comunes para ambas patologias tales como el
fibrindgeno, la proteina C reactiva ultrasensible (PCR ultrasensible) y la IL-6 (9).

Por otra parte, una de las caracteristicas clinicas mas importantes de la enfermedad
periodontal es el proceso de reabsorcion del hueso que sirve de soporte al diente o al
implante, por lo que seria interesante poder disponer de un posible marcador en nuestras
analiticas que pudiera estar intimamente relacionado. La relacion entre el tejido 6seo y el
tejido adiposo ha sido una cuestién ampliamente debatida.

Aunque historicamente se le atribuye a la grasa un efecto protector frente a la pérdida de
masa 0sea, en la Gltima década hay estudios que evidencian una relacion inversa donde
niveles altos de lipoproteina de alta densidad (HDL) reducen el nimero y la funcién de
los osteoblastos (10) por lo que variaciones en su concentracion podrian asociarse con

procesos reabsortivos en el tejido 6seo.

Asi pues, si los estadios de la clasificacion periodontal nos hablan de la gravedad actual
del proceso , el recuento de células sanguineas nos hablan de la inflamacidn local, los
grados de la enfermedad nos hablan de la dificultad de manejo y progresion, los
marcadores inflamatorios hematoldgicos nos hablan de la inflamacion sistémica y los
niveles de lipidos se relacionan con el metabolismo éseo ¢podemos establecer una
relacion entre las concentraciones de estos marcadores bioldgicos obtenidos de una
analitica béasica de sangre y los estadios y grados de la enfermedad periodontal, la
severidad de la AOS y el efecto de la periodontitis en el paciente AOS?.
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¢ Qué biomarcadores vamos a considerar en la muestra de saliva?

La leptina es una citoquina cuyo aumento de nivel puede suponer un mecanismo de
defensa del huésped durante un proceso infeccioso. La leptina y el receptor de la leptina
deben considerarse para la investigacion como un marcador de inflamacion y activacion
del sistema inmune. La leptina y su receptor comparten caracteristicas estructurales y
funcionales (11).

Hay estudios donde se observa una asociacion entre los niveles de leptina, la
interleuquina 6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), concluyendo que
durante las infecciones la leptina se libera en respuesta al estrés, actuando como un
reactante de fase aguda (12). Es decir, se comporta como una proteina cuya concentracion
aumenta o disminuye durante estados inflamatorios o infecciosos, lo que nos sirve como
elemento diagndstico y también prondstico al poder definir la presencia y el grado del
proceso.

Las adipokinas son liberadas por los adipocitos y regulan la inflamacién induciendo la
liberacion de TNF-a e IL-6, claves en el inicio y mantenimiento de la inflamacion
sistémica por los linfocitos, neutrofilos y macréfagos (13).

La fisiopatologia de la AOS también contribuye a cambios inflamatorios, con aumento
de citoquinas plasmaticas (TNF-a, IL-6) y los niveles de leptina.

A su vez, la saturacion minima de oxigeno (SaO2) y el volumen de grasa visceral se
relaciona con unos niveles altos de IL-6 y PCR ultrasensible, siendo la gravedad de la
AQOS, predictora de los niveles de IL-6 y PCR ultrasensible (14).

El estudio de Isler y cols. revel6 que los niveles de ARNm de leptina, en los tejidos
conectivos inflamados de los pacientes periodontales eran mas altos que el de los tejidos
sanos del grupo control no periodontal (15).

Un estudio anterior, el de Becker y cols. informd de la implicacion de ARNm de leptina
en los mecanismos fisiopatoldgicos de la periodontitis, demostrando que la regulacion de
los transcriptores relacionados con la respuesta a molécula de origen bacteriano se
expresa con fuerza en la periodontitis. Estos autores concluyeron que el patron de
expresion de ARNm de la leptina en saliva permitia discriminar entre periodontitis y
pacientes sanos obteniendo resultados comparables a los obtenidos en las muestras de
biopsia de tejido (16).

18



Del mismo modo, los niveles de la proteina quimioatrayente de monocitos (CCL2) se
encuentran elevados en biopsias gingivales y en suero en los pacientes periodontales (17).
La CCL2 es la principal quimiocina implicada en la inflamacion endotelial que, como se
sabe, supone una de las complicaciones mas importantes en la AOS presentando, ademas,
una asociacion clara con la enfermedad periodontal. La CCL2, como quimiocina que es,
actuaria atrayendo a los monocitos y a los macrofagos para que infiltraran el endotelio al
igual que ocurre en el periodonto (18).

Teixeral y cols. realizaron un estudio para analizar los niveles de marcadores
inflamatorios en pacientes periodontales en su caso, TREM-1/PGLYRP1/MMP-8
mostrando la utilidad de las muestras de saliva para la determinacion de marcadores
inflamatorios (19).

En base a esta informacion y continuando con la premisa de cumplir la caracteristica
béasica de un biomarcador.

¢Por qué no plantearnos el analisis de la expresion del ARNm de la leptina, del ARNm
del receptor de la leptina y el ARNm de CCL2 en la saliva como método sencillo y no

invasivo en lugar de una biopsia de tejido?

Asi pues, el objetivo del presente trabajo ha sido:

-estudiar el efecto que la inflamacion de bajo grado, asociada a la enfermedad
periodontal, produce a nivel sistémico en un grupo de pacientes diagnosticados de
periodontitis, AOS con periodontitis y AOS sin periodontitis.

- valorar si las concentraciones de NLR, MLR, PLR, HDL, IL-6, PCR ultrasensible y el
fibrindgeno obtenido en una analitica de sangre, presentan variaciones entre los distintos
grupos de estudio y podrian ser utilizados como posibles biomarcadores.

-determinar si los niveles de expresion de ARNm de la leptina, ARNm del receptor de la
leptina y ARNm de la CCL2 obtenidos en la saliva se comportarian como biomarcadores
cuyas concentraciones aumentarian o disminuirian segun los estadios y grados de la

enfermedad periodontal y la gravedad del AOS.
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2. Revision de la literatura.

A continuacion, nos disponemos a describir los distintos componentes de esta tesis
doctoral con mayor detenimiento, siguiendo el orden en que han sido introducidos, asi

como la relacién existente entre ellos para justificar el objetivo de nuestro estudio.

2.1. Enfermedad periodontal.

La periodontitis es una enfermedad inflamatoria cronica multifactorial asociada a biofilms
de placa bacteriana disbidtica con la consecuente destruccion progresiva del aparato de
sostén del diente (1). Actualmente se sabe que la exposicion bacteriana es imprescindible
para que se inicie la enfermedad periodontal, pero el fenotipo de la enfermedad viene
determinado por la respuesta del huésped. Las variaciones epigenéticas y los
polimorfismos pueden alterar las respuestas tanto innatas como adaptativas, lo que lleva

a variaciones en la respuesta de cada individuo, en la expresion clinica de la inflamacion,
asi como la respuesta al tratamiento (20). Esta inflamacion iniciada por el biofilm conduce
a la pérdida de insercién periodontal.

Se establece como umbral una pérdida de insercion clinica interproximal >2mm o >3 mm
en dos o mas dientes no adyacentes, una pérdida de insercion clinica vestibular >3 mm
con bolsas >3 mm en dos o mas dientes.

La definicion actual de periodontitis se basa en la presencia de uno de estos factores:

* Pérdida de insercion clinica (CAL) interdental en dos o més dientes no adyacentes, o
bien

* CAL vestibular > 3 mm con bolsas de > 3 mm en dos o mas dientes.
La presencia de elementos multifactoriales como el tabaco actian en las respuestas

inflamatorias del individuo, haciendo que los cambios disbidticos sean méas probables en

unos pacientes que en otros, pudiendo influir en la gravedad de la enfermedad.
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2.1.1. Epidemiologia de la enfermedad periodontal.

En la poblacion general, la prevalencia de periodontitis oscila entre el 20% y el 50%,
representando las formas leves entre el 45% y el 50% y las formas severas, el 9-11% de
la poblacion mundial (4).

El porcentaje de sujetos sin ningun signo de enfermedad periodontal es del 19% en los
adultos jovenes (35-44 afios) y del 11% en los adultos mayores (65-74 afios) segun la
ultima Encuesta de Salud Oral en Espafia del afio 2015. El porcentaje de individuos con
calculo (sin bolsas periodontales) es del 41% en la cohorte de 35-44 afios y del 36% en
los adultos de 65-74 afios. La prevalencia de bolsas periodontales de 4-5 mm es de 19%
y 27%, y de bolsas profundas (> 6 mm) de 6% y de 10%, en las cohortes de 35-44 y 65-

74 afos, respectivamente (21).

2.1.2. Etiopatogenia de la enfermedad periodontal.

La periodontitis es una enfermedad infecciosa e inflamatoria crénica multifactorial
desencadenada por un biofilm disbidtico y perpetuada por una respuesta inmune
exagerada del huésped. Hasta hace poco se consideraba que la presencia de determinados
organismos tales como Porphyromona Gingivalis, Treponema denticola y Tannerella
forsythia constituian el principal factor etiopatogénico de la periodontitis. Sin embargo,
basandonos en enfoques mas recientes se puede sugerir que la patogenia de la
periodontitis precisa de un ambiente disbiotico donde distintas especies de
microorganismos actdan sinérgicamente.

Para que exista salud periodontal es preciso exista un estado inflamatorio controlado que
permita la homeostasis huésped-microorganismo. No obstante, cualquier defecto en las
condiciones genético-ambientales, definitorias del concepto “huésped susceptible” como
las inmunodeficiencias congénitas o adquiridas, enfermedades sistémicas tales como
diabetes, obesidad, AOS vy factores ambientales, como tabaquismo, dieta inadecuada y
estrés, solas o combinadas, pueden contribuir a una inclinacion desfavorable del
equilibrio homeostatico (2,3).

La P.Gingivalis podria dafiar las defensas del huesped (22) actuando como el director de
otras especies comensales que en tal situacion de desequilibrio presentarian un potencial

inflamatorio (23). También le es atribuida a la P.Gingivalis la capacidad de modificar la
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respuesta inmune adaptativa favoreciendo una inflamacion mediada por los linfocitos T
Helper 17 (Th17) menos eficaz que si estuviera mediada por los T Helper 1 (Th1) (24).
Conforme aumenta la inflamacién periodontal aumenta la biomasa bacteriana
incrementandose la poblacion de organismos ya presentes que pasan a ser dominantes en
lugar de la aparicion de especies nuevas (4).

La inflamacion supondria una fuente importante de nutrientes para la flora microbiana
que depende de fuentes no carbohidratadas para obtener energia, ejerciendo asi una
poderosa influencia en la composicion del microbiota periodontal y estableciendo un
cuadro de autoperpetuacién entre microorganismos e inflamacion.

Por tanto, la transicion hacia la periodontitis requiere de un microbiota disbidtica en un
huésped susceptible donde las comunidades de microorganismos establecen relaciones de
sinergismo para mejorar la colonizacion y la obtencion de nutrientes, manteniendo asi el
ambiente inflamatorio cuya importancia radica principalmente en continuar
proporcionando nutrientes esenciales produciendo dafios colaterales en los tejidos
periodontales (inflamofilia).

Dicho en términos simples, las bacterias no causan inflamacion para destruir el tejido

periodontal sino para obtener su alimento.

2.1.3. Factores de riesgo de la enfermedad periodontal.

Entre los factores de riesgo destacamos caracteristicas del sujeto como la edad, el sexo y
la raza. La prevalencia y severidad de la periodontitis incrementa con la edad, asi como

existe una mayor prevalencia en los hombres.

Factores de riesgo genéticos que condicionan la respuesta del hospedador frente a las

agresiones bacterianas, lo que explica la susceptibilidad individual. Michalowicz y cols.
(1991) se centraron en el estudio de gemelos mono Yy bicigoticos, demostrando que la
herencia genética puede suponer un 50% de riesgo para el desarrollo de periodontitis,
aungue también puede estar influenciada por exposicion a factores comunes dentro de la
misma familia, como la educacion, el nivel socioecondmico, habitos de higiene oral,
tabaquismo, posible transmision de bacterias y enfermedades crénicas como la diabetes
(25).

Factores de riesgo local: se incluyen caracteristicas anatémicas y tratamientos

odontoldgicos incorrectos que favorecen la retencion de placa bacteriana y célculo.
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Factores de riesgo sistémico: entre las condiciones y enfermedades sistémicas

consideradas como factor de riesgo de enfermedad periodontal se encuentran
principalmente la diabetes y la obesidad; es decir, aquellos procesos con alteracién de la

resistencia a la insulina (RI).

Tambien hay farmacos que producen un sobrecrecimiento gingival favoreciendo la
retencion de placa bacteriana, entre ellos esta la ciclosporina, los blogueadores de los
canales del calcio y los anticonvulsivantes. Asi como, aquellos farmacos que reducen el
flujo salival como los antihipertensivos, los analgésicos sedantes, ansioliticos y

antidepresivos.

Factores de riesgo psicosocial: factores de riesgo relacionados con el estilo de vida y

habitos como el tabaco. El tabaco ejerce un efecto destructivo en los tejidos periodontales

e incrementa la progresion de la periodontitis.

Incluimos en este apartado el nivel socioecondmico y el educativo, estableciéndose que
un bajo nivel socioeconémico y un bajo grado de formacién educativa, se asocian a una

mayor prevalencia de periodontitis (12).

2.1.4. Clasificacion actual de la enfermedad periodontal.

Se ha seguido el esquema de clasificacion definido en el 2017 World Workshop on the
Classification of Periodontal and Peri-Implant Diseases and Conditions (1).

La actual clasificacion identifica tres formas diferentes de periodontitis: la periodontitis
necrosante, la periodontitis como manifestacion directa de enfermedades sistémicas y

periodontitis clasificada mediante estadios y grados (1).

El estadio hace referencia a la gravedad de la presentacion inicial y complejidad prevista
del manejo de la enfermedad y el grado describe la velocidad y riego de progresion (Grado
A riesgo bajo, Grado B riesgo moderado, Grado C riesgo alto), tal y como se muestra en

la figura 1y figura 2.
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Estadiol | Estadio Il | Estadio Il | Estadio IV
Gravedad Cal 1-2mm 3-4mm >5mm >5mm
interdental en
la zona de
mayor
pérdida
Pérdida dsea | Tercio Tercio Extensién al | Extension al
RX coronal coronal (15- | tercio medio tercio apical
(<15%) 33%)
Pérdida Sin pérdidas | dentarias <4  pérdidas | >5 pérdidas por
dentaria ) ) por  razones | razones
por razén periodontal | periodontales | periodontales
Complejidad PS PS
max<4mm max<5mm
Pérdida Ademas, Ademas de
complejidad 1l | complejidad I11
horizontal
Pérdida o6sea | Disfuncion

vertical>3mm | masticatoria, TO
Secundario
movilidad>2

Afectacion de | Colapso de

furca grado Il | mordida,

olll migracion

Abanicamiento

dentario
Defecto de | Defecto  cresta
cresta grave
moderado

RX: radiografias, PS: profundidad de sondaje.

Figura 1: Clasificacion de la periodontitis por estadios. Adaptado de Tonetti y cols. (2018).
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GRADO A GRADO B GRADO C

Evidencia RX o evolucién | No evidencia | Pérdida <2mm Perdida >2mm
directa perio. En los 5 afios | pérdida

anteriores

Evidencia Pérdida dsea vs. | <0.25 0.25-1.0 >1.0
indirecta edad (%)

Fenotipo Grandes depdsitos | Destruccion La destruccién
de biofilm  con | proporcional a los | supera las
niveles bajos de | depdsitos expectativas.
destruccion Patrones clinicos

que sugieren
periodos de

progresion  rapida
y/o patologia de
aparicion temprana

Factores Tabaquismo No fumador < 10 cigarros/dia | 210 cigarros/dia
modificadores

Diabetes Normal con/sin | HbA1lc<7 con | HbAlc>7 con
diabetes diabetes diabetes

Figura 2: Clasificacion de la periodontitis por grados. Adaptado de Tonetti y cols. (2018).

Una de las principales ventajas de esta clasificacion es que se definen perfectamente los
pardmetros que tenemos que utilizar para poder categorizar las condiciones que nos

vamos a encontrar.

Los estadios, concretamente la clasificacion establece cuatro, van a determinar una mayor
implicacion terapéutica por parte del profesional que no existia en la anterior

clasificacion.

Los estadios | y Il los va a poder resolver un dentista general con un tratamiento
periodontal no quirdrgico, el estadio Il requerird la participacion de un especialista y
tratamiento quirdrgico. El estadio IV la participacion de un mayor numero de

profesionales y un tratamiento multidisciplinar.

Por su parte los grados nos hablan tanto del pasado como del futuro de la enfermedad, de
la progresion y el riesgo de seguir perdiendo insercion periodontal. El grado A
corresponde a un paciente con mucho factor causal y resistente a la enfermedad, el grado

B nos habla de un paciente con factores causales y pérdida equilibraday el grado C supone
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el perfil mas dificil de tratar porque es un paciente muy susceptible con poco agente

causal, pero con gran destruccion.

2.1.5. Tratamiento de la enfermedad periodontal.

Segun la Federacion Europea de Periodoncia (EFP) el primer objetivo del tratamiento
deberia ser conseguir un cambio de comportamiento en el huésped, motivando al paciente
para conseguir la eliminacién del biofilm supragingival y el control de los factores de

riesgo.

Posteriormente se procederia a la eliminacion mecanica de placa por parte del profesional.
Aqui se incluyen las intervenciones destinadas a eliminar placa dental y calculo
supragingival, asi como posibles factores retentivos que dificulten la higiene, al mismo
tiempo que se sigue haciendo hincapié en los factores de riesgo reconocidos tanto en la
aparicion como progresion de la periodontitis tales como el abandono del tabaco, control

de la diabetes, ejercicio fisico y pérdida de peso.

En una segunda fase se procede al control del biofilm y célculo subgingival pudiéndose
incluir agentes fisicos o quimicos coadyuvantes, antimicrobianos subgingivales o
sistémicos. Este segundo paso debe realizarse en todos los pacientes con periodontitis,
independientemente del estadio de la enfermedad.

Tras la reevaluacion de esta fase, si no se han alcanzado los objetivos finales del
tratamiento (no hay bolsas periodontales>4mm) con sangrado al sondaje o no hay bolsas
periodontales profundas >6mm pasariamos a la tercera fase del tratamiento cuyo objetivo
sera tener un mejor acceso para la instrumentacion subgingival mediante un tratamiento

regenerativo o resectivo.

Con la obtencién de nuestros objetivos el paciente pasa a ser integrado en un programa

de mantenimiento periodontal.
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2.2. Apnea Obstructiva del Suefio (AOS).

La Apnea Obstructiva del Suefio (AOS), es una enfermedad de fisiopatologia
multifactorial y compleja caracterizada por la aparicion de trastornos respiratorios
recurrentes durante los cuales las vias respiratorias superiores, normalmente orofaringe,
sufren un cierre (apnea obstructiva) o una reduccién del calibre (hipoapnea obstructiva)
durante el suefio (26).

La apnea obstructiva se caracteriza por la desaparicion del flujo aéreo asociado a
movimientos de la pared toracico abdominal a diferencia de la apnea central, donde la
desaparicion del flujo aéreo se produce por la desaparicion de los movimientos
respiratorios.

La reduccion de al menos el 30% del flujo aéreo seguido de una desaturacion o
microdespertar se define como hipoapnea.

Otros conceptos importantes por definir son:

- Esfuerzo Respiratorio Asociado a Microdespertar (ERAM), se trata de trastornos
respiratorios obstructivos que no cumplen los criterios de una apnea o hipoapnea, en los
que existe un aumento de los esfuerzos respiratorios y que finalizan con un
microdespertar.

-Indice de apnea-hipoapnea (IAH); frecuencia media de apneas e hipoapneas por hora de
suefio.

-Indice de desaturacion de oxigeno (ODI): nimero de desaturaciones arteriales de

oxigeno por hora de suefio.

2.2.1. Epidemiologia: prevalencia de la AOS.

En base a los primeros estudios de cohortes que se realizaron en los E.E.U.U en los afios
90, la prevalencia del AOS (moderado-grave, >15 apneas/hipoapneas por hora de suefio)
era del 9% en hombres y del 4% en mujeres (27). Estudios similares que han sido
desarrollado posteriormente han demostrado un aumento de la prevalencia de la
enfermedad del 13% en hombres y del 6% en mujeres atribuido fundamentalmente a un
aumento de la obesidad (28).

La prevalencia es similar en los paises asiaticos y en los paises europeos, es una

enfermedad tanto de los paises desarrollados como en vias de desarrollo (29).
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En Espafia, la poblacion mayor de 40 afios que cumple los criterios de AOS grave
representa entre un 4.7 y un 7.8% de la poblacion con una relacion 3:1 hombre- mujer y
un aumento de la prevalencia con la edad, lo que ha potenciado un fuerte desarrollo en el

ambito asistencial de esta patologia (30).

2.2.2. Diagnostico de la AOS.

Para que se pueda establecer el diagnostico del AOS, segun la 32 Clasificacion
Internacional de Trastornos del Suefio (ICSD-3) (31), debe darse:

1.Presencia de uno o varios de estos sintomas: somnolencia diurna, fatiga o insomnio,
despertar con sensacién de falta de aire, ronquido habitual o interrupcidn de la respiracion
durante el suefio, diagnostico de hipertension, sindrome coronario agudo, ictus,
insuficiencia cardiaca, fibrilacion auricular o diabetes mellitus tipo 2.

2. Polisomnografia (PSG) que muestre 5 0 mas eventos respiratorios obstructivos por hora
de suefio (IAH>5) o por hora de monitorizacion si se trata de una poligrafia respiratoria
(PR).

3. Quince o mas eventos respiratorios obstructivos por hora de suefio (IAH>15) en una
PSG o por hora de monitorizacion en la PR.

Para el diagnostico de la AOS, la técnica considerada como gold estandar es la PSG (32).
Se requiere de la presencia de los siguientes canales; electroencefalografia (EEG),
electrooculografia (EOG), electromiografia (EMG) de superficie de mentdn para asi
poder diferenciar las distintas fases del suefio.

Mediante una canula de presion nasal y termistor, se detectan las apneas y las hipoapneas.
Electrocardiografia (ECG) para ver el ritmo cardiaco, con bandas toracicas y abdominales
para detectar el esfuerzo respiratorio.

Un pulsioximetro para las desaturaciones. Suele recomendarse el uso de micréfono para
la audicion de los ronquidos, disponer de un sensor de posicion corporal, asi como EMG
de extremidades y todo ello grabado en video con al menos 6.5 horas de registro y 180
minutos de suefio.

La PR es otro método diagndstico aceptado y mucho mas simplificado ya que solo mide
variables cardiorrespiratorias.

Estas pruebas, tradicionalmente han sido realizas en los laboratorios del suefio del

hospital.
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Otra opcidn es realizarlo a nivel domiciliario que, aunque presenta como desventaja la
ausencia de supervision directa y la posible falta de registro de algin dato. Pueden
subestimar el nimero de eventos respiratorios por hora, pero suelen ser mas comodas

para el paciente y suponen un menor coste econémico (33).

2.2.3. Anamnesis del suefo.

Existen una serie de sintomas nocturnos y diurnos que son predictivos de la AOS (26) y

que se resumen en la siguiente tabla 1.

Sintomas nocturnos Sintomas diurnos

Xerostomia al despertar
Diaforesis

Especificos Ronquido Somnolencia
Apneas referidas Cansancio
Gasping
Suefio no reparador
Insomnio
Inespecificos Nicturia Trastornos cognitivos

Depresion
Disfuncion sexual

Cefalea

Otros Accidentes de trafico

Tabla 1. Sintomas nocturnos y diurnos predictivos de la AOS.

El ronquido es un sintoma fundamental en los pacientes con sospecha de AOS que suele
aparecer todas las noches pudiendo estar favorecido por la posicion supina.

Las pausas respiratorias aparecen durante el suefio por lo que el paciente no suele ser
consciente de ellas. Las mujeres con AOS suelen presentar menor nimero de apneas
referidas (34).

Algunos pacientes refieren despertares con sensacion de ahogo o gasping.

Este sintoma no es muy frecuente pero su presencia esta relacionada con probabilidad de
enfermedad (35).

Dentro de los sintomas diurnos, el mas importante, pero a la par complejo, es la
somnolencia diurna. Tan solo esta presente entre el 40-60% de los pacientes con AOS que

presentan un IAH >5 y no se correlaciona con la gravedad del sindrome (36).
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Existen métodos estandarizados para tratar de cuantificar la somnolencia diurna. Estos
pueden ser subjetivos (lo percibido y referido por el paciente), objetivos que son pruebas
costosas y no suelen estar indicadas y métodos indirectos (que evaltan las consecuencias
de la somnolencia).

Uno de los métodos subjetivos mas rapidos y precisos es el empleo de cuestionarios
estandarizados como la Escala para la evaluacién de la somnolencia de Epworth (37)
que se describe en la tabla 2.

Con qué facilidad da Vd. cabezadas o se gueda dormido en las situaciones siguientes, a diferencia de encontra
mente cansado? Esto se reflere al tipo de vida que lleva ditimamente. Aungue no haya realizado este tipo
cosas recieniements, trate de imaginar como le habrian afectado. Use la escala y elija &l nomero mas adecuadol
para cada situachn.

Posibilidades de dormir
(1] 1 2 3

Sentado, leyendo un periddico, una revista, un libro
Viendo la televisidn

Sentado, sin hacer nada, en un lugar pdblico (por ejemplo, un
cing, una reunidn familiar, una ceremaonia religlasa)

De pasajero en un coche, al cabo de una hora sin parar
Acnstado tranguilo por la tarde, cuando ks crcunstancias o
permite

Sentado, hablando con alguien

Sentado tranguilo después de una comida sin alcohol
En un coche, sl & para unos minutos por &l trafleo

Versidn espanola: Chiner E et al; Arch Bronconeumal 1989; 35:422-T
E=scala

0 = punca duermo

1 = ligeras posibilidades de domir

2 = moderadas posiblidades de dormir

3 = altas posibllidades de dormir

En Espaiia, valores =11 se consideran anomales.

Tabla 2: Escala de somnolencia de Epworth.

El punto de corte de normalidad es 10. Una puntuacion entre 11-14 se atribuye a paciente
somnoliento y una puntuacién superior a 14 puntos es considerada como somnolencia
patoldgica.

Uno de los factores predisponentes para el AOS suele ser la obesidad. El indice de masa

corporal (IMC) es el pardmetro mas utilizado para cuantificar el peso corporal.

La clasificacion segun la OMS de obesidad en relacion con el IMC (38) queda resumida
en latabla 3.
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clasificacion IMC (kg/m2) Riesgo asociado a la salud
Peso normo 18.5-24.9 Promedio

Exceso de peso >25

Sobrepeso o0 pre obeso 25-29.9 Aumentado

Obesidad grado 1 0 30-34.9 Aumento moderado
moderada

Obesidad grado Il o grave | 35-39.9 Aumento severo
Obesidad grado 111 0 >40 Aumento muy severo
morbida

Tabla 3: Clasificacion de la obesidad segun la OMS.

Se ha demostrado en estudios epidemioldgicos una correlacion directa entre el IMC y la
prevalencia de AOS (39). En general un IMC >30 es un importante factor de riesgo para
el AOS.

La distribucion de la grasa en la zona del cuello-tronco-abdomen esta relacionada con el
desarrollo del sindrome. Se considera un didmetro patologico de cuello de >43 cm en
hombres y >41 cm en mujeres (40).

Existen también una serie de enfermedades médicas que se relacionan significativamente
con la AOS. Algunas suponen un factor de riesgo como son: la hipertension arterial,
sobre todo la diastolica, diabetes mellitus tipo 11, ictus isquémico anterior o accidentes
isquémicos recurrentes, fibrilacion auricular o arritmias cardiacas nocturnas y enfermedad
coronaria.

Otros son considerados como factor agravante o precipitante como la insuficiencia
cardiaca congestiva, hipertension pulmonar y enfermedad por reflujo gastroesofagico
(42).

2.2.4. Gravedad de la AOS.
Para evaluar la gravedad de la AOS, el elemento para tener en cuenta es el IAH. En base a

esto la gravedad de la AOS (42) se estratifica segn como aparece en la siguiente tabla
(tabla 4).

LEVE IAH>5 y <15
MODERADO TAH >15 y<30
GRAVE TAH>30

Tabla 4: Clasificacion de la gravedad del AOS.
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Es de suma importancia ademas tener en cuenta los siguientes aspectos (43), sobre todo
en relacion con la gravedad desde un punto de vista terapéutico:

-1AH por posicion: si el IAH supino es superior al 50% del IAH total.

-alteracion de la saturacién de oxigeno (SaO2) durante el suefio.

- presencia de somnolencia diurna que aumenta el riesgo de sufrir accidentes de trafico o
laborales.

-presencia de comorbilidades significativas neurologicas, cardiolégicas o ventilatorias.
Es por ello por lo que la valoracion de la gravedad de la AOS segln lo recomendado por
el Documento Internacional de Consenso (26) deberia hacerse teniendo en consideracion
esos aspectos ademas del 1AH, tal y como queda reflejado en la figura 5.

Gravedad AOS
C. E 61& (6] ( )
b wm,
1AH CT90% EPWORTH IMC cv
No
15-29 1-14 10-14 25-29 z 1 FRCV*

= 20vy/o

Somnolencia
conduciendo

| | | | |
!

LEVE /| MODERADO / GRAVE / MUY GRAVE
Tabla 5: Valoracion de gravedad de la AOS segun Documento Internacional de

Consenso.
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2.2.5. Tratamiento de la AOS.

A la hora de tomar la decision de cual es la mejor opcion terapéutica se debe tener en
cuenta la gravedad de la situacion que depende tanto del grado de somnolencia diurna
como de los datos polisomnograficos. Como ya se mencioné con anterioridad, la
somnolencia puede considerarse grave cuando la puntuacion es superior a 14 usando la
Escala Epworth (37).

Respecto a la PSG, se examina el parametro IAH correspondiendo los valores por encima
de 30 con las formas graves del sindrome.

Fleetham y cols. considera que deberia tenerse en cuenta también la alteracion de la
oxigenacion nocturna mediante la cuantificacion de los valores de Sa0O2(Sa0O2 media,
Sa02 minima, el tiempo de suefio pasado con SaO2 inferior al 90%) (44).

También es fundamental considerar la posible posicidn, en la que el trastorno respiratorio
se produce exclusiva o principalmente en posicion supina (45).

Dentro de las opciones terapéuticas consideradas se encuentra la pérdida de peso, terapia
postural mediante sistemas que mantengan al paciente en posicion de costado durante el
suefio cuando hay un componente posicional, suprimir el consumo de alcohol y farmacos
que depriman los centros respiratorios como las benzodiacepinas.

Como tratamientos especificos nombraremos la presion positiva continua en las vias
respiratorias (CPAP) que es el tratamiento que ha dado los mejores resultados, los
dispositivos orales de avance mandibular (DAM) que se recomiendan,
independientemente de la gravedad, en pacientes que no toleran el CPAP o en pacientes
en los que no esta indicado el tratamiento con CPAP. El tratamiento quirargico
comprende el de los tejidos blandos por parte del otorrinolaring6logo y el 6seo por el
maxilofacial, asi como la cirugia bariatrica en caso de obesidad mérbida (46).
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2.3. Relacion entre la AOS y la periodontitis.

La relacion entre la periodontitis y la AOS fue descrita por primera vez en 2009 (47)
estableciendo como punto de unién entre ambas la inflamacion sistémica y morbilidad
cardiovascular. Hay que recordar que la periodontitis es una enfermedad inflamatoria
infecciosa cuya patogénesis puede verse afectada por factores ambientales y trastornos
sistémicos como la diabetes, el tabaquismo y la obesidad que también son factores de
riesgo o asociados a la AOS.

Segun el estudio de Sanders y cols. (48) y el estudio de Kim y cols. (49) la relacion entre
la AOS y la periodontitis se deberia a tres factores:

-la respiracion oral, que conlleva a la sequedad bucal y reduce el aclaramiento bacteriano
de los tejidos orales.

-el estrés oxidativo, que podria acelerar la pérdida de insercion clinica en los pacientes al
margen del que la periodontitis induce por si misma (50).

-la inflamacion sistémica.

Existen estudios que demuestran que en los pacientes con AOS se encuentran elevados
los marcadores de inflamacion sistémica, en particular las citoquinas inflamatorias
(6,51,52) asi como la activacion de neutrofilos circulantes (53), lo que podria potenciar la
enfermedad periodontal en los pacientes que ya tienen una patologia inflamatoria o
desencadenarla en personas con predisposicion genética o ambiental.

Se ha reportado que los casos mas severos de enfermedad periodontal se dan en los casos
mas graves de AOS y que la mayor gravedad y prevalencia de la periodontitis en estos
pacientes se encuentra influenciada por el IMC (54). Por tanto, parece razonable suponer
que la inflamacién sistémica, consecuencia de la obesidad, puede constituir el punto de
unién entre ambas patologias.

Aunque el mecanismo exacto del impacto inducido por la AOS en los niveles de leptina
no esta claro, se sugiere que la resistencia a la leptina impide que esta realice su funcion
fisiolégica normal, la distribucion de la grasa esta desequilibrada depositandose
preferentemente en las vias respiratorias altas y las visceras, lo que contribuye al colapso
de las vias respiratorias durante el suefio y a la aparicion de la AOS (55).

A medida que aumenta el IAH se produce hipoxemia. La hipoxemia intermitente puede
aumentar la actividad simpatica, lo que a su vez conduce a cambios hemodinamicos

agudos tales como disfuncion endotelial, trastornos metabolicos y estrés oxidativo.
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El estrés oxidativo activaria la respuesta inflamatoria sistémica, aumentando las
citoquinas proinflamatorias. Recordemos que la periodontitis induce por si misma un
estrés oxidativo (50).

En los pacientes apneicos, al igual que en los periodontales, encontramos concentraciones
significativamente mas elevadas de TNFa y de IL-6. (Recordemos que la leptina
pertenece a la superfamilia de la IL-6).

El principal factor que influye en el incremento de TNF-a es el grado de alteracion del
suefio nocturno, mientras que el principal determinante de los niveles de IL-6 parece ser
el IMC (53).

Como respuesta al aumento de la IL-6, el higado aumenta la sintesis de fibrindgeno, por
lo que se encuentra aumentado en las infecciones cronicas. EI aumento en su
concentracion va a estar relacionado con el desarrollo de enfermedades coronarias
produciendo cambios en el mecanismo de agregacion plaquetaria.

Desde hace dos décadas la enfermedad periodontal es considerada un factor de riesgo de
la enfermedad cardiovascular y la presencia del fibrinégeno aumentado en la enfermedad
periodontal (9) podria tener un papel en dicha correlacion.

Ademas, la hipoxemia, los niveles aumentados de fibrindgeno y una fibrinolisis
disminuida propias de la hiperactividad plaquetaria del paciente con AQS, junto con el
aumento de presion intratoracica negativa y el incremento de la presion arterial, es lo que

puede facilitar los problemas de isquemia del miocardio en estos pacientes (56).

35



2.4. ;Qué es un biomarcador?

Los marcadores biol6gicos resultan muy utiles como método no invasivo para el
diagnostico de las enfermedades, para el seguimiento de éstas, incluso para establecer
protocolos de tratamiento personalizados.

El Instituto Nacional de Salud define biomarcador como “una caracteristica que es
objetivamente medida y evaluada como un indicador de procesos bioldgicos normales,

procesos patogénicos o respuesta farmacoldgica a una intervencion terapéutica” (7).

Caracteristicas de un marcador ideal

En relacién con su medicién

1.Minimamente invasiva
2.Facilmente medible
3.Reproducible

En relacién con su aplicacion clinica (todas las caracteristicas no se requieren en todos los

biomarcadores)

4.Indica un proceso clave fisiopatologico en relacion con la enfermedad, ya sea como un
mediador patégeno o como un epifenémeno.

5. Puede ser utilizado para confirmar un diagnoéstico o identificar un fenotipo clinico
especifico.

6. Puede ser usado para predecir futuros resultados o efectos adversos.

7. Puede ser utilizado para identificar un fenotipo de respuesta al tratamiento.

8. Puede demostrar una relacién dosis-respuesta y por tanto ser empleado como guia de
tratamiento.

9. Ser sensible a cambios en la actividad de la enfermedad mediada por una intervencion
en el tratamiento.

10. Ser sensible en un plazo de tiempo que precede a cambios en el estado clinico y
permite una intervencién preventiva.

11. Ser sensible a cambios en la actividad de la enfermedad.

Una vez detalladas las caracteristicas que debe cumplir nuestro posible biomarcador
debemos definir qué efectos produce la IGL, representada en nuestro caso por la

36



enfermedad periodontal, a nivel sistémico para poder centrar nuestra busqueda.

Empezaremos en primer lugar por definir qué entendemos exactamente por IGL.

2.5. ¢Que es la inflamacion de bajo grado (IGL)?

La inflamacion de bajo grado (IGL) es un estado sistémico de produccion subclinica de
factores inflamatorios de forma crénica. Esta condicion representa un factor de riesgo
para muchas enfermedades como son la diabetes, las enfermedades cardiovasculares, las

enfermedades cerebrovasculares, las enfermedades neurodegenerativas y el cancer (8).

El analisis de IGL se lleva a cabo mediante la evaluacion de biomarcadores circulantes
como el fibrindgeno, la PCR ultrasensible o biomarcadores celulares como el recuento de

los leucocitos y las plaquetas (57,58).

La inflamacion actia como un arma de doble filo. Por un lado, la respuesta inflamatoria
defiende nuestro cuerpo de la invasion de bacterias, en el caso concreto de la periodontitis,
una invasion de los tejidos mas profundos (como el hueso) y, por otro lado, se crea una
situacion de inflamofilia persistente y mal regulada, provocando una destruccion

irreversible del periodonto (2).

Durante la periodontitis, los mediadores proinflamatorios producidos localmente, IL-1,
IL-6, TNF-ay la prostaglandina E2 (PGE2), pueden pasar al torrente circulatorio y ejercer
efectos sobre drganos distantes y aumentando y/o perpetuando un estado inflamatorio
(59).

En base a la situacion anteriormente expuesta en una situacion de disbiosis, los neutrofilos
que se encuentran en el surco gingival no logran hacerse con el control de la flora
disbidticay estas pueden invadir el tejido conectivo junto con otras células inmunes como

los macréfagos, células dendriticas y linfocitos.

Estas celulas producen citocinas de reabsorcion 6sea, TNF-a, IL-1p e IL-17 y regulan el
desarrollo de las células Th, sobre todo, Th17 que no son tan efectivas como la Thl.

Se ha comprobado que las células del periodonto producen adipoquinas y son reguladas

por sefiales microbianas inflamatorias (60).
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La IGL y la bacteriemia que se producen contribuyen a la activacion plaquetaria y al
posterior estado procoagulante.

Una de las caracteristicas de la inflamacién sistémica es el aumento del nimero de
plaquetas. La activacion de las plaquetas provocaria la liberacién de mediadores
proinflamatorios lo que se traduciria en la union de las plaquetas a los leucocitos y células

endoteliales.

Hay estudios que consideran a los neutrofilos como células protectoras clave en la
respuesta del huésped a la enfermedad periodontal. Una funcion deficiente de los

neutrdfilos se asocia a una mayor susceptibilidad a enfermedad periodontal.

Una caracteristica importante de la inflamacion es la infiltracion de los tejidos por células
de la inmunidad natural como son los neutrofilos, eosinofilos y macrofagos tal y como

refleja la figura 3 que aparece a continuacion.
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Figura 3: Mecanismo inflamatorio del proceso de la pérdida de hueso en la enfermedad
periodontal. Hajishengallis G. Immunomicrobial pathogenesis of periodontitis:
keystones, pathobionts, and host response. Trends Immunol. 2014 Jan;35(1):3-11.

El aumento en el recuento de globulos blancos en sangre periférica se ha usado
tradicionalmente para el diagnéstico de una infecciébn o enfermedad inflamatoria.
Kweider y cols. informaron por primera vez un mayor nimero de leucocitos periféricos

en pacientes con periodontitis en comparacién con controles sanos en 1993 (61).

Dada la repercusién que la periodontitis tiene sobre la inflamacion sistémica, siendo una
respuesta a la infeccion bacteriana, seria interesante considerar el recuento de las células

sanguineas como posibles biomarcadores inflamatorios.

La proporcion de neutrofilos/linfocitos (NLR), de linfocitos/monocitos (LMR) y de
plaquetas/leucocitos (PLR) (62), biomarcadores de inflamacion sistémica que han
despertado gran interés en el diagnostico de enfermedades cardiovasculares (63) y

tumores malignos (64) y por extension como objeto de nuestro estudio.
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2.6. ¢Por qué los marcadores hematoldgicos pueden ser considerados

como biomarcadores?

Se conoce el papel de los neutréfilos en la respuesta inflamatoria innata y de los linfocitos
en la inmunidad adaptativa. Se entiende, por tanto, que los neutréfilos y los linfocitos son
piezas clave en la inflamacidn y las respuestas inmunitarias (65). Las plaquetas, al margen
de su papel en la coagulacion, tienen una funcion importante en la inflamacion, dada su
participacion en la formacion de agregados de plaquetas y leucocitos mediante la
expresion de PLT P-selectina, mediando la respuesta de las células T y sincronizando la
inmunidad innata y adaptativa.

La relacion neutrdfilo-linfocitos (NLR) y la relacion plaqueta-linfocitos (PLR) se utilizan
para predecir el prondstico en diversas enfermedades. En particular, PLR se asocia con
tumores malignos, enfermedades cardiovasculares e insuficiencia cardiaca,
probablemente porque los procesos inflamatorios y la actividad excesiva del trombo
influyen en la patogénesis en estas enfermedades. La NLR alta se asocia con la mayoria
de las complicaciones de la enfermedad cardiovascular, incluido el sindrome coronario

agudo, el accidente cerebrovascular y los eventos cardiovasculares compuestos (66).

El altimo indice utilizado es la ratio monocito/linfocito (LMR), cuya mayor utilidad se
ha observado en enfermedades inflamatorias, como predictor de episodio agudo de

artrosis, en las que el aumento del indice se asocia a exacerbaciones articulares (67).

Los monocitos y los macréfagos son componentes celulares de la inmunidad innata con

una funcién importante en la homeostasis de los tejidos.

Los macrdfagos se encargan de la defensa contra los microbios y poseen la capacidad de
migrar en breve espacio de tiempo al lugar de la lesion. Por su parte, los monocitos se
subdividen en monocitos clasicos (con capacidad para convertirse en macréfagos en el
lugar de la lesion), no clasicos (principales responsables de la vigilancia a nivel vascular)
y los monocitos intermedios o también conocidos como hiperinflamatorios (con un papel

importante durante la cascada inflamatoria) (68,69,70,71).

Los monocitos no clasicos se acumulan en sitios de infeccion bacteriana cronica y
producen niveles bajos de citoquinas proinflamatorias, pero altos niveles de

antiinflamatorias (72).
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Una disminucion en el nimero de monocitos en la circulacién se asocié con la
disminucion en el nimero de macrofagos inmaduros en la mucosa inflamada del colon.
Dentro del intestino de ratones con colitis, se observd un marcado aumento en la

acumulacién de macrofagos inmaduros en relacion con un fenotipo inflamatorio (71,73).

La proporcion NLR viene a reflejar por tanto ese equilibrio entre los mecanismos
inmunitarios innatos y adaptativos. Las citoquinas proinflamatorias pueden aumentar si
el NLR estd aumentado (74).

Por tanto, en base a el planteamiento de que las variaciones de NLR y PLR y MLR (75)
puede tener un impacto negativo en la evolucién de la enfermedad periodontal y el AOS
podria ser considerado como un posible biomarcador obtenido en una analitica bésica de

sangre.

Nos resta explicar cudl seria la conexion entre la grasa y el hueso que venga a explicar
por qué van a ser considerados en nuestro estudio los valores de HDL como posible

marcador bioldgico.
2.7. Conexion grasa-hueso.

La relacion entre el tejido 6seo y el tejido adiposo ha sido una cuestion ampliamente
debatida. Aunque histéricamente se le atribuye a la grasa un efecto protector frente a la
pérdida de masa Gsea, en la Gltima década hay estudios que evidencian una relacion
inversa, donde niveles altos de lipoproteina de alta densidad (HDL) reducen el nimero y

la funcién de los osteoblastos (10).

A nivel endocrino el adipocito actia a través de dos vias distintas, directamente
secretando adipoquinas como la leptina, e indirectamente actuando a nivel pancreatico en
la produccién de amilina e insulina y la formacidn de estrégenos, actuando a través de

estas moléculas de forma positiva, en la formacion de hueso (76).

En los ultimos afios han surgido varios estudios que evidencian que la obesidad central se
asociaria con una menor calidad 6sea. Una mayor cantidad de grasa plasmatica daria lugar
amayor acumulo de lipidos en la pared de los vasos sanguineos donde sufririan un proceso
de oxidacion. Mientras que en los vasos sanguineos actuarian como inductores de los
osteoblastos hacia la calcificacion, a nivel 6seo fomentarian la disminucion de la

mineralizacion 6sea (10).
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Hay estudios que han demostrado que los niveles elevados de HDL reduce la densidad de
la masa 6sea (DMO) al estimular mecanismos moleculares que reducen el nimero de los
osteoblastos (77). Barzilay y cols. encontraron en su estudio una asociacion positiva entre

los niveles altos de HDL y un mayor riesgo de fractura osteoporotica (78).

Asi pues, en la enfermedad periodontal, la reabsorcion Gsea se produce cuando la accion
de los osteoclastos supera la funcién de formacion 6sea de los osteoblastos cuya funcion
se ve afectada por las citoquinas inflamatorias que, junto con los factores patdgenos de
las bacterias periodontales, dan como resultado la diferenciacion y activacion de los

osteoclastos (79).

Es por ello por lo que nos planteamos como hipotesis, dada la influencia de los lipidos
en el metabolismo 6sea, la posible relacion entre los niveles de HDL y la progresion de
la enfermedad periodontal, segun la clasificacién actual, categorizada en sus distintos

grados.
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3. Las ventajas de la biologia molecular. La saliva.

La experiencia vivida con la pandemia nos ensefid el papel fundamental de la saliva en la
transmision del COVID-19. Estudios actuales han demostrado que la saliva podria ser una
alternativa véalida y no invasiva para el diagndstico y monitorizacién de carga viral (80) y
para el diagndstico de patologias como el cancer (81), por lo que seria fundamental que

pudieran considerarse las ventajas que puede aportar el analisis de este fluido.

Gracias a la pandemia por SARS-CoV-2, se ha dado a conocer el trabajo de muchos

laboratorios y las técnicas de biologia molecular como la PCR y sus variantes.

Los métodos moleculares no se basan en medir la cantidad de proteinas en si, si no se

centra en la expresion de los genes que codificaran una determinada proteina.

El dogma de la biologia molecular establece que el ADN posee las instrucciones para la
produccién de una proteina. Estas son copiadas a un ARNm en un proceso que se conoce
como transcripciéon. Esa informacion, en el proceso de traduccion, serd utilizada
posteriormente por el ARN para producir la proteina. EI ARNm es transportado desde el
nacleo al citoplasma de la célula para poder realizarse el proceso de la traduccion. Antes
de dicho transporte, el ARNm sufre un proceso de maduracion en el que se retiran las
regiones no codificantes o intrones y solo queden presentes las regiones codificantes o

exones que seran traducidas a proteina.

A este proceso de maduracion se le conoce como splicing (82). Esta informacion es de
especial interés ya que para el procedimiento de qPCR es importante conocer la secuencia
nucleotida completa del gen o una informacion minima sobre la localizacion aproximada

de los intrones y los exones.

Actualmente se sabe que la exposicion bacteriana es imprescindible para que se inicie la
enfermedad periodontal, pero el fenotipo de la enfermedad viene determinado por la

respuesta del huésped.

Las variaciones epigenéticas y los polimorfismos pueden alterar las respuestas tanto
innatas como adaptativas, lo que lleva a variaciones en la respuesta de cada individuo, en

la expresion clinica de la inflamacion, asi como la respuesta al tratamiento (20).
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En la literatura existen varios estudios que han evaluado los niveles de leptina en suero
(83,84,85,86,87), en salivay suero (88) y suero y fluido crevicular (GCF) (89), mostrando
niveles mas bajos de leptina en saliva y GCF en los grupos de pacientes periodontales
frente al grupo de pacientes control, mientras que, en suero encontraban un aumento de

leptina en los pacientes periodontales.

Con respecto a CCL2, se trata de una quimioguina de 70 aminoacidos y se ha demostrado
un aumento de secrecion en problemas dentales como la periodontitis. Principalmente sus
elevados niveles son consecuencia de lipopolisacéridos (LPS) de bacterias del género
Fusobacterium, las cuales también se han relacionado con cancer oral (7). Los niveles de
CCL2 estan aumentados en biopsia de tejido gingival y en el suero de los pacientes con
problemas periodontales, siendo los fibroblastos, los monocitos, los macréfagos y las
celulas endoteliales los principales productores de CCL2 en el periodonto (18).

La creciente cantidad de bases de datos cuantitativos de alta calidad disponibles tanto para
ARNmM como para proteinas deberian permitir el analisis preciso de fendmenos
fisioldgicos que no han sido accesibles experimentalmente hasta ahora. Los estudios
publicados sobre la correlacion de ARNm y los niveles de proteina en muestras bioldgicas
orales no son muy abundantes. El estudio de Isler y cols. (15) revelé que los niveles de
ARNmM de leptina, en los tejidos conectivos inflamados de los pacientes periodontales
eran mas altos que los de los tejidos sanos del grupo control no periodontal. Un estudio
anterior, el de Becker y cols. (16) informo de la implicacion de ARNm de leptina en los
mecanismos fisiopatoldgicos de la periodontitis demostrando que la regulacion de los
transcriptores relacionados con la respuesta a molécula de origen bacteriano se expresa
con fuerza en la periodontitis. Los estudios de Shen y cols. (17) y de Cortez y cols. (18)
informan de la mejora en la evolucion de la enfermedad periodontal al inhibir la CCL2
en un estudio en ratones y del papel protagonista de la CCL2 en la hipertension y riesgo

cardiovascular, comorbilidad asociada tanto a la AOS como a la enfermedad periodontal.

Es por ello por lo que centraremos nuestro estudio en la expresion de ARNm de estas

proteinas en las muestras de saliva.

El principal factor que influye en la correlacion ARNm y proteinas es la vida media
individual de ellas (90).
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La vida de una proteina depende de varios factores: estabilidad intrinseca de la proteina,
el primer aminoécido amino-terminal (regla N-end), el procesamiento post-traduccional
y la localizacion de la proteina respectiva. La vida media de la leptina es similar en

individuos obesos y no obesos y es, de 25 minutos y similar para la CCL2 (91).

La gPCR es una variante de la PCR convencional donde monitorizamos la cantidad de
copias de nuestra muestra a amplificar que se van generando en cada uno de los ciclos

pudiendo ver los datos en tiempo real mientras la PCR esta en marcha.

Hace uso de un termociclador que posee una oOptica especial que le permite trabajar con
fluorescencia. El sistema permite captar el nivel de fluorescencia en cada uno de los
ciclos. Dependiendo de la quimica se pueden emplear sondas Tagman, cuyo objetivo es
cuantificar y amplificar fragmentos de ADN mediante Tag ADN polimerasa (enzima de
microorganismo que es tolerante a altas temperaturas, Termus aquaticus). Puesto que la
PCR produce una amplificacion, para detectar el ARNm celular bastaria con someterlo a
este proceso y podria visualizarse con un método de tincién adecuado. Sin embargo, la
Taqg polimerasa solo es capaz de sintetizar ADN a partir de un molde de ADN por lo que
resulta necesario generar un molde de ADN complementario a partir del ARNm mediante

un ADN polimerasa dependiente de ARN, enzima conocida como transcriptasa inversa.

También se pueden emplear primers y el SYBR Green. EI SYBR Green es una molécula
organica que al asociarse con el ADN en su hendidura menor incrementa la tasa de
emision de fluorescencia. EI SYBR Green emite fluorescencia en el momento en que la
molécula de ADN esta en estructura de doble cadena por lo que en los diferentes pasos
de la gPCR solo podré ser detectada en el paso de extension y es ahi donde al aplicar un

protocolo de programacién se pueden obtener los datos.

Al margen de ser una tecnologia sofisticada es una técnica limpia, precisa y técnicamente

maés facil de cuantificar.

Tal y como comentamos con anterioridad, durante afios se asumié que la informacién
bioldgica se transferia del ADN al ARN mensajero y las proteinas de forma lineal y

secuencial.

Hoy en dia se sabe que existen numerosos procesos implicados en la regulacion
postranscripcional (20) atribuyéndose en este contexto un papel importante a los eventos

epigenéticos.
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En la enfermedad periodontal se ha observado que las alteraciones epigenéticas fomentan
un microambiente favorable para las agresiones microbianas favoreciendo que los
patogenos orales infieran de forma duradera en el genoma del huésped promoviendo la
enfermedad (92).En la periodontitis, en concreto, se ha observado que las alteraciones
epigenéticas promueven un microambiente mas favorable a las agresiones bacterianas lo
que lleva a que el efecto de los patdgenos orales interfieran de forma duradera en el
genoma del huésped promoviendo la enfermedad. El perfil de expresion génica, es decir,
la catalogacidn sistematica de secuencias de ARNm en una poblacion celular, 6rgano o
muestra de tejido, es una herramienta genémica que puede contribuir al arsenal de

enfoques para estudiar la patobiologia de la periodontitis (93).

La recoleccidn de muestras de saliva para la investigacion genémica o proteonémica esta
cobrando especial relevancia, debido a su conveniencia, seguridad y nula invasividad.
Mediadores de respuesta tisular como citoquinas, anticuerpos, hormonas y enzimas son
liberados al fluido oral pudiendo usarse como biomarcador de dicha afectacion (94). Liy
cols. (95), informaron que miles de ARNm humanos estan presentes en la saliva,
pudiendo ser aislados y amplificados. Varios estudios recientes (94,95,96,97,98), también
encontraron que ARNm especificos en la saliva pueden servir como biomarcadores para
detectar el sindrome de Sjogren, cancer oral y otras afectaciones sistémicas como la
diabetes, por lo que el muestreo de ARNm podria ser considerada para monitorizar los

estados inflamatorios propios de la enfermedad periodontal y de la AOS.

Resulta importante por tanto definir qué es la leptina junto con su receptor y la CCL2 y

centrar cual es su implicacion en el objeto de nuestro estudio.
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4. La Leptinay el receptor de la Leptina: definicion y funciones.

La leptina es una hormona peptidica formada por 146 aminoacidos. Se trata de una
citocina, tanto por su estructura como la de su receptor, siendo similares a las citocinas |
helicoidales de cadena larga como la interleuquina 11 (IL-11), interleuquina 3 (IL-3),
interleuquina 6 (IL-6), interleuquina 12 (1L-12) y factor estimulador de colonias de
granulocitos (G-CSF) (99,100).

El gen OB de los humanos se localiza en el cromosoma 7g31-3. Tiene mas de 15.000
pares de bases. Posee dos exones separados por dos intrones. En los exones 2y 3 es
donde se codifica la sintesis de la leptina. En ratones se vié que una mutacion en este
gen produce ausencia del ARNm o la produccién de una proteina mas corta no

funcional lo que se traduciria en una disminucion de la temperatura e hiperfagia (101).

Es sintetizada por los adipocitos y presenta un papel regulador en el metabolismo
energético que, a su vez, presenta relacion con el sistema inmunolégico. También hay
tejidos como el musculo esquelético, la mucosa gastrica, los osteoblastos, y las
glandulas salivales que la producen.

Los niveles circulantes de leptina (rango normal 1-15 ng / ml) reflejan directamente la
cantidad de energia almacenada en el tejido adiposo y son proporcionales a la masa
adiposa en humanaos.

El receptor de la leptina se expresa en el sistema inmunolégico y los efectos reguladores
de la misma incluyen tanto a las células del sistema innato como adaptativo.

La naturaleza pleiotropica de la leptina esta respaldada por la distribucién universal del
receptor de leptina (LEPR), que puede tener varias isoformas, que difieren en la
longitud de sus regiones citoplasmaticas (12).

El receptor de la leptina pertenece a la familia de receptores de citoquinas tipo |
presentando un dominio extracelular, uno transmembrana y otro intracitoplasmatico.
Este Gltimo puede ser de cadena corta o larga.

Dicho aspecto, resulta de gran importancia ya que las formas cortas se expresan en
tejido no inmune y estan implicadas en el transporte y degradacién de la leptina.

Las formas largas, se asocian a unas proteinas-quinasas de la familia Janus (JAK),

encargadas de la transduccidon de sefiales en las células (102). Las formas largas
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predominan en el hipotadlamo y sus funciones consisten en mediar las acciones de la

leptina a nivel del sistema Nervioso Central (figura 4) (101).
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Figura 4: Esquema de las formas corta y larga del receptor de la leptina.

Al unirse la leptina al dominio extracelular se produce la activacion de las JAK, que
estan débilmente unidas al dominio intracelular, mediante un proceso de
autofosforilacion. Las JAK fosforilan a su vez a proteinas de la familia SAT (proteinas
transductores de sefial y activadoras de la transcripcion) que estan unidas a la cola del
receptor. Al quedar fosforiladas, las SAT pierden su afinidad por la cola del receptor y

emigran al nucleo de la célula activando la transcripcidn de ciertos genes.

Estos dominios intracitoplasmaticos de cola larga también se expresan en los
macrofagos y en los linfocitos (T y B) tanto en reposo como activados.

Su activacion esta en funcion del porcentaje de células que expresan el receptor y de la
densidad del receptor en la superficie de la célula, siendo proporcionalmente mayor en
los macro6fagos que en los linfocitos (103).

Los linfocitos, al entrar en contacto con el antigeno, aumentan la expresion del receptor
(12).
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En la inmunidad innata, la leptina modula la actividad y funcion de los mastocitos
mejorando la capacidad migratoria y su tasa de supervivencia.

La leptina también modula la actividad y funcion de los neutrofilos, al aumentar la
quimiotaxis y la secrecion de radicales de oxigeno. En los monocitos regula al alza su
capacidad fagocitica mediante la activacion de la fosfolipasa, asi como la expresion de
moléculas de adhesidn y secrecion de citoquinas proinflamatorias (104,105).

La leptina podria actuar como un quimioatrayente de monocitos / macréfagos, mediando
el infiltrado inflamatorio e induciendo la expresién del factor tisular en células
mononucleares de sangre periférica humana.

La leptina humana no solo modula la activacion y proliferacion de los linfocitos T
humanos, sino que también mejora la produccién de citoquinas. De hecho, la reduccion
de la cantidad de adipocitos y, en consecuencia, de los niveles de leptina circulante
determina la liberacion de una sefial negativa que perjudica el cebado de las células T y
la produccion de mediadores proinflamatorios necesarios para la induccion de una
respuesta Th1(106,107,108).

Estos datos sobre la modulacién de la leptina en la produccién de citocinas de tipo Thl
estan en linea con los efectos observados de la leptina estimulando la produccion

de TNF-a e IL-6 por los monocitos (109). La figura 5 que aparece a continuacion es un
resumen grafico del efecto de la leptina en las células del sistema inmune innato y del
sistema inmune adaptativo.
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Figura 5. Efectos de la leptina sobre las respuestas inmunitarias innatas y adaptativas.

Se ha informado de la presencia de leptina y del receptor de la leptina en tejido gingival,
tanto en tejido sano como tejido inflamado, en el liquido crevicular gingival, en las
lesiones periapicales cronicas y en la saliva (110,111).

Dado el papel importante que juega la leptina en el desarrollo de la respuesta
inmunoldgica, se ha evaluado el papel de este péptido sobre los efectos causados por la
Prevotella intermedia, encontrandose que la leptina es capaz de acusar un ligero
incremento en la produccion de TNF-a por los monocitos, el cual se hace importante en
presencia del LPS de esta bacteria, alcanzando hasta 25 veces la concentracion inicial de
TNF-a e incrementandose la expresion de ARNm de esta proteina (112).

La leptina disminuye a su vez el poder patogénico de la P. Gingivalis, inhibiendo los
efectos causados por un lipopolisacarido que impide la sintesis de mucina.

Si se integran todos sus efectos sobre las bacterias, respuesta inmunoldgica, osteogénesis
resulta evidente que el incremento de su concentracion resulta beneficioso para el
desarrollo del periodonto sano (113).

Existen estudios que han informado que la concentracion de leptina se encuentra
significativamente elevada en pacientes con periodontitis crénica (PC) en comparacion
con sujetos periodontales sanos (114), estableciéndose una correlacion positiva entre los
parametros periodontales, incluida la profundidad de sondaje y la pérdida de insercion

clinica.
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Teniendo en cuenta que la leptina se asocia con un aumento de la expresion de CCL2
(111), se ha sugerido que la leptina podria regular la produccion de sefiales quimiotacticas

y la circulacion de linfocitos durante la inflamacion.
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5.CCL2: definicidén y funciones.

La proteina quimioatrayente de monocitos o ligando 2 de quimiocina (CCL2) es un
miembro de la familia de quimiocinas C-C y un potente factor quimiotactico para los
monocitos (115).

Pertenece a la familia de las quimiocinas CC. Tiene un peso molecular pequefio, de 8 a 14
KiloDalton (kDA), y es secretada por las células del sistema inmune.

La ubicacion del gen se encuentra en el cromosoma 17g11.2-gq21.1 con tres exones y dos
intrones, jugando un papel fundamental en el proceso de inflamacion. Es producida por
células endoteliales, epiteliales, monociticas, fibroblastos y astrocitos.

Favorece el avance de muchos trastornos por este mecanismo de migracion e infiltracion
de células inflamatorias como monocitos/macrdfagos y otras citoquinas en el sitio de la
inflamacion.

La CCL2 es considerada también protagonista en la patogenia de numerosas
enfermedades, ya sea directa o indirectamente, como el nuevo coronavirus, canceres,
enfermedades neuroinflamatorias, artritis reumatoide, enfermedades cardiovasculares
(116).

Una vez inducidas las quimiocinas se unen a los receptores de las células inmunitarias
ejerciendo sus funciones homeostaticas, inmunitarias 0 ambas.

La CCL2 es la principal quimiocina implicada en el proceso endotelial inflamatorio,
principal comorbilidad de la AOS, atrayendo monocitos y macréfagos a la placa de

ateroma (17).

Los niveles de CCL2 también se encuentran elevados en biopsias gingivales y en el suero
de pacientes con periodontitis (18), siendo los fibroblastos, los monocitos, los macréfagos
y las células endoteliales los principales productores de CCL2 en el periodonto.

En general, después de recibir el estimulo de las citoquinas inflamatorias, sirva la Leptina
como ejemplo, las quimiocinas como la CCL2 se secretan para reclutar macrofagos,
linfocitos y neutréfilos.

En la AOS, las apneas recurrentes generan una gran cantidad de radicales libres de
oxigeno (RLO) dando lugar a un estrés oxidativo jugando un papel critico en la
disfuncion endotelial. La CCL2 es la principal quimiocina implicada en el proceso

endotelial inflamatorio (17).
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Este estrés oxidativo puede causar dafio en proteinas, lipidos, acidos nucleicos, células
endoteliales (116). De este modo enzimas, proteinas estructurales, membranas, moléculas
de ADN y ARN son susceptibles de sufrir dafio, por lo que cabria esperar alteraciones en

el ARNm de la CCL2 y en el ARNm de la leptina y el ARNm del receptor de la leptina.

53



6. Justificacion e hipotesis.

Las enfermedades periodontales constituyen un grupo de patologias de caracter
inflamatorio e infeccioso que afecta a los tejidos de soporte, tanto del diente como de los
implantes. Dada su elevada prevalencia y relacion, cada vez mas estudiada en los ultimos
afios, con enfermedades sistémicas de gran impacto sobre el sistema sanitario, como es el
caso de la AQOS, resultaria de gran utilidad el uso de biomarcadores que proporcionaran
informacion diagnostica y prondstica, pudiendo ser cada vez mas precoces en nuestras
actuaciones.

La evidencia de que los mediadores inflamatorios juegan un importante papel en la
patogénesis de la AOS y de la periodontitis, asi como que ambos comparten factores de
riesgo comunes podria sugerir una asociacion entre ellas (10), asi como con el sistema
inmune innato y adaptativo, y el efecto que la inflamacion ejerce en la coagulacion.

Las medidas clinicas y radiogréaficas son la base para el diagndstico de la periodontitis,
pero ofrecen poca informacion sobre la patogenia de la enfermedad.

Si los estadios de la clasificacion periodontal nos hablan de la gravedad actual del
proceso, el recuento de células sanguineas nos hablan de la inflamacion local, los grados
de la enfermedad nos hablan de la dificultad de manejo y progresion, los marcadores
inflamatorios hematoldgicos nos hablan de la inflamacion sistémica, y los niveles de
lipidos se relacionan con el metabolismo 6seo ¢podemos establecer una relacion entre
las concentraciones de estos marcadores bioldgicos obtenidos de una analitica basica
de sangre y los estadios y grados de la enfermedad periodontal y el efecto de la
periodontitis en el paciente AOS?

La proporcion de leucocitos en sangre se han propuesto como biomarcadores simples,
rapidos, econdmicos y de facil acceso para estudiar la inflamacion sistémica.

No obstante, poco se ha estudiado sobre la relacién de la proporcion neutréfilo-linfocitos
(NLR), la proporcion plaquetas-linfocitos (PLR) y la proporcion linfocitos-monocitos
(LMR) con la periodontitis, por lo que podrian servir como biomarcadores potenciales de
inflamacién sistémica y servir también de ayudan en el diagnostico y estudio de la
progresion de la periodontitis.

Estudios recientes muestran una asociacion entre los niveles altos de HDL y una

disminucién de la DMO.
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La leptina, junto con su receptor, es una citoquina cuyo aumento de nivel puede suponer
un mecanismo de defensa del huésped durante un proceso infeccioso liberandose en
respuesta al estrés, actuando como un reactante de fase aguda (12). Es decir, se comporta
como una proteina cuya concentracion aumenta o disminuye durante estados
inflamatorios o infecciosos, por lo que nos sirve como elemento diagnostico, al poder
definir la presencia y el grado del proceso.

La fisiopatologia de la apnea también contribuye a cambios inflamatorios, con aumento
de citoquinas plasmaéticas (TNF-a, IL-6) y los niveles de leptina.

A su vez, la saturacién minima de oxigeno (Sa0O2) y el volumen de grasa visceral se
relaciona con unos niveles altos de IL-6 y de la PCR ultrasensible, siendo la gravedad de

la AOS, predictora de los niveles de IL-6 y PCR ultrasensible.

Teniendo en cuenta que en la literatura hay estudios que revelaron niveles de ARNm de
leptina mas altos en los tejidos conectivos inflamados de los pacientes periodontales que
en los tejidos sanos del grupo control no periodontal (15), la implicacion de ARNm de
leptina en los mecanismos fisiopatoldgicos de la enfermedad periodontal, que el patrén de
expresion de ARN de la saliva permitia discriminar entre periodontitis y pacientes sin
periodontitis (16) y que los niveles de la proteina quimioatrayente de monocitos (CCL2)
también se encuentran elevados en biopsias gingivales y en suero en los pacientes
periodontales (17) y siendo la CCL2 la principal quimiocina implicada en la inflamacion
endotelial (18) que como se sabe, supone una de las complicaciones mas importantes en
la AOS, en base a esta informacion y continuando con la premisa de cumplir la
caracteristica bésica de un biomarcador.

¢Por qué no plantearnos el analisis de la expresién del ARNm de la leptina, del
ARNmM del receptor de la leptina y el ARNm de CCL2 en la saliva como método

sencillo y no invasivo en lugar de una biopsia de tejido?
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7. Objetivos.

El objetivo principal del presente estudio es:

-estudiar el efecto que la inflamacion de bajo grado, asociada a la enfermedad
periodontal, produce a nivel sistémico en un grupo de pacientes diagnosticados de
periodontitis, AOS con periodontitis y AOS sin periodontitis.

- valorar si las concentraciones de NLR, MLR, PLR, HDL, IL-6 y fibrindgeno, obtenidos
en una analitica de sangre, presentan variaciones entre los distintos grupos de estudio y

podrian ser utilizados como posibles biomarcadores.

-determinar si los niveles de expresion de ARNm de la leptina, ARNm del receptor de la
leptinay ARNm de la CCL2 obtenidos en la muestra de saliva se comportarian como
biomarcadores cuyas concentraciones aumentarian o disminuirian segun los estadios y

grados de la enfermedad periodontal y la gravedad del AOS.
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8.Material y método.

8.1. Disefio y ambito del estudio.

Estudio observacional de cohorte prospectivo donde las variables principales del estudio,
la enfermedad periodontal y la AOS, nos definen los siguientes grupos: Casos (pacientes
periodontales + AOS, pacientes periodontales no AOS) y controles (pacientes no
periodontales + AOS), emparejados por edad y sexo.

El tamafio muestral se calcul6 aceptando un riesgo a de 0,05 y un riesgo 3 de 0,2 en un
contraste bilateral en un anélisis de proporciones independientes habiendo analizado un
total de 52 pacientes periodontales, 30 pacientes AOS periodontales y 31 pacientes AOS
no periodontales. El total de los pacientes incluidos en el estudio fue de n=113.

El estudio se llevé a cabo siguiendo los principios éticos de la Declaracion de Helsinki
para la investigacion médica en humanos y recibid la aprobacion del Comité Etico de
Investigacion Clinica (CEIC) del Hospital Universitario Doctor Peset de Valencia
(Anexos).

El lugar donde se realizd el estudio fue el servicio de Estomatologia situado en la sexta
planta del edificio de consultas externas del Hospital Universitario Doctor Peset de

Valencia (figura 6).

[HosPITAL U

Figura 6: Hospital Universitario Doctor Peset de Valencia.
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Para las muestras de saliva, se realizé un primer estudio piloto en el Laboratorio Progenie
Molecular SLU. (figura 7) situado en la calle Vall de la Ballestera,56, 46015.Valencia.

Figura 7: Laboratorio Progenie Molecular.

Tras confirmar que la deteccion del ARNm de la leptina era posible, el resto de las
muestras de salivas fueron procesadas para la determinacion de la expresién de ARNm de
la leptina, ARNm del receptor de la leptina y el ARNm de la CCL2 contando con la
colaboracidn del Centro de Investigacion Principe Felipe de Valencia situado en la calle
Eduardo Primo Yufera 3 (figura 8).

Figura 8: Centro de Investigacion Principe Felipe de Valencia.
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8.2. Seleccion y muestreo de pacientes.

Se incluyeron pacientes de edades comprendidas entre los 16 y 65 afios que no
presentaban antecedentes médicos de interés y que aceptaron participar voluntariamente
mediante la firma del consentimiento informado después de una explicacion completa de
los objetivos y procedimientos del estudio.

El tamafio de la muestra n=113, queda repartido en los siguientes grupos:

-grupo casos (n=30 pacientes periodontales + AOS, n= 52 pacientes periodontales no
AOS) y controles (n=31 pacientes no periodontales + AOS), emparejados por edad y

SEXO0.

8.2.1. Criterios de inclusién de los pacientes.

Los participantes del estudio debian tener edades comprendidas entre 16 y 65 afios y
haber sido diagnosticados previamente de AOS mediante poligrafia respiratoria.
Haberles realizado un estudio periodontal para la determinacion de su salud gingival o
diagnostico de la periodontitis por estadio y grado.

Aceptar voluntariamente su colaboracién en el estudio mediante la firma del

consentimiento informado.

8.2.2. Criterios de exclusion de los pacientes.

Menores de 16 afios y mayores de 65 afios; menos del5 dientes (excluidos los terceros
molares); pacientes que hubieran recibido tratamiento periodontal en los Gltimos 12
meses; antibidticos sistémicos, corticosteroides, terapia inmunosupresora u otros
farmacos que influyeran sobre el sistema inmune dentro de los 3 meses previos a la
evaluacion periodontal; enfermedades infecciosas; afecciones inflamatorias cronicas;
enfermedades sistémicas graves; embarazo o lactancia; sujetos que rechazaran la

participacion en el estudio.
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8.3. Control de sesgos.

Una de las principales caracteristicas de los pacientes con AOS es la presencia de
bruxismo, siendo la prevalencia de la AOS en este grupo tres veces mayor que en la
poblacién general. Existe una correlacion estadisticamente significativa entre la gravedad
del AOS y la gravedad del desgaste dental (117).

Para tratar de controlar posibles sesgos, se le paso la escala de somnolencia de Epworth
(36,118) y el test Stop-Bang a aquellos pacientes con importantes desgastes dentales en el
momento de inclusion.

Ante la sospecha de que pudiera tratarse de un posible caso de AOS no diagnosticado por
la puntuacion obtenida, el paciente fue derivado al servicio de otorrinolaringologia para la

confirmacion del diagnostico. Ambas pruebas figuran en el apartado Anexo.

Todos los parametros clinicos se evaluaron tras de la recoleccion de la muestra de saliva y
la analitica de sangre, para evitar la contaminacion de las muestras.

Se obtuvo una muestra de sangre periférica de cada paciente que acudio al hospital en
ayunas, mediante puncién venosa obteniéndose dos tubos. Uno de los tubos contenia
EDTA vy fue utilizado para el analisis de células sanguineas mediante analizadores de
hematologia, el otro no contenia EDTA y se usé para el analisis de proteinas séricas

mediante analizador bioguimico.

Laboratorio:

Se recogi6 una muestra de saliva en reposo, ya gque la concentracion de proteinas es mayor
en la saliva en reposo que en la saliva estimulada.

Los exosomas salivales parecen ser responsables de la presencia de diferentes tipos de
ARN en la saliva libre de células, incluido el ARNm y varios tipos de ARN no codificante,
incluido el microARN, el ARN que interactia con piwi y el ARN circular, y existen
similitudes en los perfiles de estas moléculas en saliva, liquido cefalorraquideo y suero.
Como se ha comentado, las sefiales de estas moléculas son mas altas en la saliva no
estimulada que en la saliva estimulada y pueden mejorar ain mas mediante el

enriquecimiento de exosomas/microparticulas de la saliva (119).
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Las muestras de saliva se recogieron entre las 9 y 10 horas de la mafiana de acuerdo con
los protocolos previos publicados (120,121). Se pidio a los pacientes no comer, beber,
fumar, masticar goma de mascar o limpiarse los dientes al menos 30 minutos antes de la
recogida de la muestra (recomendable 2 horas).

El paciente permanecid en reposo durante unos minutos previo a la toma de la muestra, se
enjuago previamente con un poco de agua, tal como marca el protocolo del kit y se le
pidid que durante dos minutos acumulara en la boca la saliva que iba produciendo para

posteriormente depositarla en un bote estéril, concretamente tubos tipo Falcon de 50 ml
DNasa-RNasa free.

Mediante micropipeta desechable con filtro (PIPETMANR) (figura 9) se transfirié parte
de la muestra de saliva a unos tubos de muestra, siempre con guantes para evitar
cualquier contaminacién que es crucial en los procesos de extraccion de ARN.

Los tubos fueron identificados con un codigo compuesto por la inicial del nombre y
primer apellido del paciente en mayuscula y los dos ultimos digitos del SIP, cumpliendo
asi con el criterio de pseudoanonimacion de las muestras.

Figura 9: RNAprotect ® Saliva Reagent.
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Figura 10: Gabinete de trabajo del Hospital universitario Doctor Peset.

Aunque ya éramos conocedores de la presencia de ADN de la leptina en la saliva (90), se
realizé una prueba previa de confirmacion (figura 11) donde, mediante la técnica de PCR,
se confirmo la presencia del ADN de la leptina en una muestra de saliva.

Mediante electroforesis en gel, los fragmentos de ADN migraron al aplicar una carga
eléctrica. Donde se encontraba el ADN se aplicd una carga negativa y en el opuesto una
carga positiva, al aplicar la carga el ADN empez6 a migrar.

Lo que determina cuanto migra un fragmento en un determinado tiempo depende de lo
pequerio que sea el fragmento.

El gel que se emplea es un polisacarido que actuaria como una malla y es por eso por lo
que las particulas de menor tamafio pasaran mas facilmente a través de él.

Esto nos ayuda a saber la longitud relativa de estos fragmentos. Para poder medirlas
entrarian en juego los marcadores de ADN. Segun esos marcadores podemos saber el
numero de pares de bases de las muestras. Al afiadir un pigmento fluorescente,
concretamente bromuro de etilo, con luz fluorescente lo podemos visualizar (122).

Lo importante en esta imagen, son las bandas de los carriles primero, tercero, cuarto y
sexto. El carril segundo y quinto son marcadores de peso molecular que habiamos
mencionado, usados como controles, confirmando asi la presencia de ADN de la leptina.
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Figura 11: PCR de ADN de la leptina.

Las muestras de saliva fueron tratadas siguiendo el protocolo de estabilizacion de ARN en
saliva usando RNAprotect Saliva Reagent® (QIAGEN).

Figura 12: Preparacion toma muestra de saliva.
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A diferencia del ADN, el ARN es muy inestable una vez obtenido, por la presencia de las
RNasas celulares (123), por ello es crucial su rapida homogenizacion en la solucion
desnaturalizante y su congelacion. Una fuente potencial de contaminacion con RNasas
son las procedentes de las células epidérmicas de las manos del investigador. Es obligado
por tanto el uso de guantes tanto al realizar la extraccion como al preparar las soluciones.
Se afiadid, 200ul de la muestra de saliva recolectada, a 1ml de RNAprotect Saliva
Reagent® mezclandolo bien.

Para minimizar los cambios de temperatura el tubo de muestra de recoleccion de saliva se
mantuvo fresco en hielo seco y las muestras de saliva ya estabilizadas fueron
transportadas también cubiertas por hielo seco hasta el congelador de farmacocinética del
hospital donde posteriormente fueron almacenadas a -23°C en un tiempo inferior a 7
minutos. Mientras, al paciente se le realizaba la extraccion de sangre.

Se realizd un primer estudio con las primeras doce muestras recolectadas. Muestras que
correspondian a pacientes periodontales, AOS periodontales, AOS no periodontales y una
muestra control de la investigadora principal.

Las muestras fueron trasladadas al laboratorio para ser procesadas sin romper la cadena
del frio mediante un congelador y acumuladores de frio.

Antes de usar el RNeasy Micro Kit hubo que preparar etanol al 80% y al 70%:

- EtOh 80%: 24 ml de EtOH absoluto + 6 ml DNAse-RNase-free water.

-EtOh 70%: 21 ml de EtOH absoluto + 9 ml DNAse-RNase-free water.

Procedimiento de laboratorio:

1.Hubo que centrifugar la mezcla de saliva y RNA protect durante 10 min a 10.000 x g en
una microcentrifugadora. Al estar las muestras congeladas, permanecieron previamente
en una habitacion a temperatura ambiente antes de la centrifugacion.

2.Hubo que eliminar el sobrenadante completamente pipeteando.

3.Se afiadi6 350ul de Buffer RLT mezclando completamente.

4.A continuacion la muestra fue incubada a 37° C en un Thermomixer hasta su completa
descongelacion y disolucion de las sales.

5. Afadimos un volumen de 350ul de etanol al 70 % mezclando, pero no centrifugando.
6. Se transfirid la muestra a una columna RNeasy de la centrifugadora en un tubo de
muestra de 2ml y se centrifugd durante 15 s a méas de 8000 rpm.

7.Se elimind el filtrado y se afiadié 350ul de Buffer RW1 a la columna RNeasy MinElute

y se volvié a centrifugar a mas de 8000rpm durante 15 s.
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8.Se elimind el sobrenadante y se agregd 10l de la solucion DNase | a 70l de
BufferRDD y se mezclé invirtiendo el tubo. Esta preparacion fue afiadida a la columna
RNeasy e incubada entre 20-30° C durante 15 minutos. Después hubo que afiadir 350ul
de Buffer RW1 y centrifugar nuevamente 15s a méas de 8000rpm.

9. Afadimos 500pl de etanol al 80% y volvimos a centrifugar 2 minutos a 8000rpm.

10. Finalmente se afiadio 14 pl de RNeasy libre de agua, asi conseguimos una elucion que
es el proceso de extraer un material de otro lavando con un solvente y obtenemos la
concentracion total de ARN.

A la hora de ejecutar la PCR, QIAGEN recomendaba el uso de QIAGEN One Step Ahead
RT-PCR KitR.

Tras realizar la estabilizacion de todas las muestras segun el protocolo anteriormente, se
procedid a su tratamiento para el analisis.
En algunas muestras, previo a la extraccion del ARNm, se formaron precipitados que eran

paciente-dependientes y que dificultaron en gran medida el proceso. Dichos precipitados

saturaban las columnas reduciendo significativamente el rendimiento de la prueba (figura
13).

Figura 13: Precipitado.
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Para poder realizar la g°PCR, como en nuestro caso la muestra era un ARNm, previamente
hubo que hacer una retrotranscripcion (RT) para poder obtener una cadena de ADN
complementario (cDNA) de nuestro ARNm. Para dicha reaccion se uso una enzima
Ilamada retrotranscriptasa y que se obtiene a partir de ciertos retrovirus como el VIH.
Para hacer la RT: PrimeScript™ RT Master Mix (Perfect Real Time). Takara. Ref:
RRO36A.

Seguidamente se tomo una solucion de alicuota y se someti6 a una reaccion de PCR
utilizando una pareja de cebadores o también llamados primers que tienen que ser

especificos para nuestro ARNm y cuya funcion es limitar la region a amplificar (tabla 6).

PRIMERS SECUENCIA TAMANO AMPLICON
hGAPDH F GTCAGTGGTGGACCTGACCT
Hgapdh R CACCACCCTGTTGCTGTAGC | 256
LEP-F1 TGACACCAAAACCCTCATCA
LEP-R1 CCAAACCGGTGACTTTCTGT | 95
LEPR-F1 CCACCATTGGTACCATTTCC
LEPR-R1 CCTCATACGAAGACCCAGGA | 139
PPIA-F1 CCTAAAGCATACGGGTCCTG
PPIA-R1 TTTCACTTTGCCAAACACCA | 133
RPL19-F CGAATGCCAGAGAAGGTCAC
RPL19-R CCATGAGAATCCGCTTGTTT | 157

Tabla 6: Primers utilizados.

La quimica que utilizamos fue el SYBR. Se trata de una molécula organica muy usada en
biologia molecular. EI SYBR emite fluorescencia en el momento en el que el ADN esta
en estructura de doble cadena. Dentro de los diferentes pasos de la gPCR solo puede ser
detectada en el paso de extension y es ahi donde al programar el protocolo podemos
obtener los datos. Para hacer las g°PCR: SYBR® Premix Ex Taq ™ (Tli RNaseH Plus).
Takara. Ref: RR420A).

El equipo de g-PCR que se uso fue el LC480 Il de Roche Diagnostics y las placas fueron
las PCR-384-LC480-WF de Axygen.

La gPCR es una variante de la PCR a punto final donde se monitoriza la cantidad de

copias de nuestra muestra a amplificar (amplicon), que se van generando en cada uno de
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los ciclos. En la gPCR los datos los vamos obteniendo mientras la PCR esta en marcha
pudiendo ver los ciclos de amplificacion en tiempo real. Los datos vienen dados por la Ct
0 Cp (ciclo umbral) que representa el ciclo en el cual nuestro amplicon ha empezado a

amplificar (figura 14 y 15).
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Figura 14: Curva de amplificacién qPCR de LEPR.
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Figura 15: Curva de amplificacion de RLP19 (housekeeping).
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Poder cuantificar el nimero de copias de ARNm que existe en una célula o el porcentaje
que representa respecto al resto de mensajeros es muy importante para comprender su
importancia en la vida de la célula. En nuestro caso, al ser un estudio donde la
cuantificacion fue relativa y se trataba de un experimento de expresion génica,
necesitamos referenciar nuestros datos a un housekeeping, también llamado gen
constitutivo. Son genes que estan implicados en funciones basicas de supervivencia
celular por lo que se estima que su nivel de expresion es siempre constante. Se utilizan
como un control interno. Es importante saber si la concentracion obtenida es debida a una
mayor expresion de ARNm o porque se introdujo un mayor namero de células en la
muestra.

En nuestro caso, se utilizaron 6 genes housekeeping, aunque los que mejor funcionaron
fueron GAPDH, PPIA, RPL19.

Para el andlisis estadistico de datos, el ciclo umbral es el primer ciclo en el que se observa
un aumento detectable de la fluorescencia debido a la formacion de productos en la
qPCR.

El umbral debe marcarse en un grafico de amplificacion logaritmico generandose unas
curvas de calibracién para la cuantificacion tanto absoluta como relativa.

Las técnicas de cuantificacion relativa determinan el cociente entre la cantidad de ADN
diana y un amplicon de referencia, con una expresion constitutiva no variable.

Dado que este método mide la cantidad diana respecto a un control a priori invariable,
este método ofrece la ventaja de reducir las posibles variaciones que se puedan producir
tanto en la preparacién como en la manipulacion de la muestra.

El resultado final de este método se presenta como el cambio en la expresion del gen
objetivo en una muestra objetivo en relacién con una muestra de referencia, normalizada
con respecto a un gen de referencia, en otras palabras, expresa la proporcién obtenida de
la relacion entre los valores Ct de la muestra y los calores Ct del control. La expresion
relativa de los niveles de ARNm de la leptina, receptor de la leptinay CCL2 fue calculada
usando el método 22PPt que es el método recomendado para este tipo de estudios (123,
124).

Para realizar el calculo en primer lugar se sacé el promedio de los 3 housekeeping.

A continuacion, se obtuvo el promedio deltaCT (DCt) de cada una de las muestras para
cada gen de estudio (promedio de los valores de Ct de cada una de las muestras).

El siguiente paso consiste en restarle al promedio DCt de cada muestra, su promedio de

los 3 housekeeping.
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Si hacemos el sumatorio de todos los deltas Ct de las muestras para cada gen de estudio y
sacamos su promedio, tendremos el average delta Ct.

Para calcular el 2 delta-delta Ct (2DDCt), solo tenemos que restarle al delta Ct de cada
muestra el average delta Ct que obtuvimos en el paso anterior, finalizando con el calculo

logaritmico del 2 2PPCt,

-Anamnesis y exploracion clinica:

Paralelamente se fueron obteniendo los datos de la exploracion clinica.

Mediante un cuestionario estructurado se obtuvo informacién sobre edad, sexo, historia
médica general (enfermedades actuales, antecedentes médicos de interés,
alergias/Reacciones adversas a medicamento, medicacién actual (dosis) y habitos toxicos
(tabaco/alcohol).

Se incluyeron los siguientes parametros:

Parametros antropomeétricos:

- peso (kg) mediante bascula electrénica (con estimacion de 0.1Kg) con ropa ligera y sin
zapatos.

- talla (cm) con estadiometro (con estimacién de 0.5cm) con cabeza erguida y alineada

siguiendo la linea trago-comisural y sin zapatos.

Parametros bioquimicos de analitica basica detallada (glucosa, urea, creatinina, filtrado
glomerular estimado, &cido Urico, colesterol, colesterol HDL, colesterol LDL, colesterol
VLDL, triglicéridos.

Proteinas especificas (PCR ultrasensible), marcadores tumorales (IL-6), coagulacion
(fibrindgeno), hemograma (hematies, hemoglobina, hematocrito, VCM, HCM, CHCM,
ADE, leucocitos, neutrofilos absolutos, linfocitos absolutos, monocitos absolutos,
eosindfilos absolutos, basofilos absolutos, neutréfilos, linfocitos, monocitos, eosinofilos,
basofilos, plaquetas VPM).

Se calculd el NLR, LMR y PLR vy se obtuvo el valor del HDL, fibrindgeno, IL-6 y PCR

ultrasensible.
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Historia del suefio:

- indice apnea hipoapnea por hora de suefio (IAH) que se mide en la poligrafia
cardiorrespiratoria y que se emplea para el diagnostico de la AOS.

- saturacion de oxigeno.

- Indice de desaturacion de oxigeno (ODI).

Determinacion de ARNm de leptina, ARNm del receptor de la leptinay ARNm de
CCL2 en muestra de saliva.

Parametros periodontales:
- profundidad de sondaje (PS), seis puntos por cada diente.
- recesion gingival.
- pérdida de insercién clinica (PIC).
- indice de sangrado en cuatro puntos del diente.
-porcentaje pérdida dsea.
-ratio pérdida Osea/edad.

-estadio/grado de la enfermedad periodontal.

A continuacion, se hizo exploracién oral general y periodontal, registrando los datos en el
correspondiente periodontograma.

Para poder medir la pérdida 6sea necesaria para el calculo del porcentaje de pérdida dsea
y la ratio de pérdida Gsea por edad de la forma mas precisa posible, se usé el programa
DSD TemplateR que nos permitié medir todas las radiografias del mismo modo. Para
calibrar la posible magnificacion de la ortopantomografia se midi6 en boca el diametro
mesiodostal del 11, y en la radiografia para hacer la correccién pertinente de escala
diente.

El tratamiento periodontal no quirdrgico incluyé tanto la administracion de instrucciones
de higiene bucal como el procedimiento de raspado y alisado radicular, que fue realizado
con la ayuda de raspadores ultrasonicos y curetas de mano (raspadores y curetas Hu-
Friedy, Chicago, IL, EE. UU.) por la investigadora principal a todos los pacientes que
pertenecian al grupo caso.

Para la toma de decisiones en el diagnéstico de la periodontitis y su posterior clasificacion
por estadio y grado, se tuvo en cuenta el arbol clinico de toma de decisiones traducido por
la Sociedad espariola de periodoncia (SEPA) de la Federacion Europea de Periodoncia
(125), (figura 16 y 17).
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Figura 16: Arbol clinico para la clasificacion por estadio.

Tonetti, MS y Sanz M. Implementation of the New Classification of Periodontal
Diseases: Decision-making Algorithms for Clinical Practice and Education. Journal of
Clinical Periodontology, 2019.
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8.4. Analisis estadistico.

El analisis descriptivo nos proporciono los estadisticos més relevantes para todas
las variables recogidas en la investigacion: media, desviacion estandar,
minimo, maximo y mediana (para parametros continuos) y frecuencias

absolutas y relativas (para categoricos).

Se aplicé el test de Shapiro-Wilk para contrastar el ajuste a normalidad de los
diferentes parametros en los grupos, obteniéndose un resultado que indicaba
falta de normalidad en la mayoria (p<0,05). Por tanto, el enfoque de analisis
utilizado fue de tipo no paramétrico.

El anélisis inferencial consistio en:

= Prueba de Mann-Whitney: esta prueba se utiliza para comparar las distribuciones de
dos grupos independientes cuando los datos no cumplen con los

supuestos de normalidad o la homogeneidad de varianzas. Se utilizo la
correccion de Bonferroni cuando se estudiaron comparaciones multiples.

= Prueba de Kruskal-Wallis: se emplea para comparar las medianas de

tres 0 mas grupos independientes, siendo una alternativa no

paramétrica a la ANOVA. Este método es adecuado cuando los datos no
cumplen con los supuestos de normalidad o la homogeneidad de

varianzas. El procedimiento se basa en los rangos de las observaciones,
permitiendo identificar si existen diferencias significativas entre los

grupos sin asumir una distribucion especifica de los datos.

= Correlacion de Spearman: su finalidad es evaluar la relacion monotoénica
entre dos variables, prescindiendo de la necesidad de que la relacion

sea lineal o que los datos sigan una distribucion normal. El

procedimiento implica el célculo del coeficiente de correlacion de

Spearman, basado en los rangos de las observaciones, lo que la

convierte en una eleccion robusta para capturar relaciones no lineales y
trabajar con variables ordinales.

Un test F del modelo ANOVA alcanza una potencia del 81,1% para detectar
diferencias en las medias de un biomarcador en los 3 grupos compatibles con

un tamario de efecto medio (f=0,3), asumiendo un nivel de confianza del 95%.
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9. Resultados.

La muestra para la investigacion estuvo constituida por n= 113 pacientes divididos en tres
grupos:
= Grupo noAOS+EP: 52 pacientes (46,0% del total)
= Grupo AOS+no EP: 31 pacientes (27,4% del total)
= Grupo AOS+EP: 30 pacientes (26,5% del total)

En total habia 66 varones (58,4%) y 47 mujeres (41,6%) con una edad media global de
48,2 £ 11,0 afos en un rango de 16 a 65. A nivel de grupo presentaban la siguiente
distribucion:
= Grupo NnoAOS+EP: 22 varones (42,3%) y 30 mujeres (57,7%) con
una edad media de 45,5 £ 10,9 afios.
= Grupo AOS+noEP: 24 varones (77,4%) y 7 mujeres (22,6%) con
una edad media de 49,0 + 12,2 afios.
= Grupo AOS+EP: 20 varones (66,7%) y 10 mujeres (33,3%) con

una edad media de 52,1 + 8,6 afios.
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9.1. Marcadores inflamatorios segun grupo.

A continuacion, se muestra un resumen del resultado de las pruebas estadisticas que
comparan medias para cada parametro de estudio. La finalidad es evaluar las diferencias
entre grupos de forma global y a nivel individual mediante todos los contrastes posibles

dos a dos.

NLR
Se estudio si existian diferencias globales e individuales entre grupos en lo referido a la
ratio neutréfilos-linfocitos. A continuacion, se muestra de forma gréfica la distribucion de

sus valores para cada grupo (grafico 1).

NLR

no ADS+ EP ADS+no EP AQS+EP

La caja concentra al 50% de los casos, siendo la mediana la linea horizontal que la divide. Los bordes
superior e inferior de la caja se corresponden con el 1er y 3er cuartil, por debajo de los cuales estd el 25%
¥ 75% respectivamente de la muesira. Los "bigotes” se extienden hasta los valores en un rango aceptable,
por encima de los cuales estan los atipicos (circulos) y los extremos (asteriscos).

Gréfico 1: Distribucion de la ratio NLR.
En el gréafico se pueden observar caracteristicas muy similares entre los grupos.
No se encontraron diferencias globales entre los tres grupos analizados (p= 0.304).
Observamos valores medios bastante homogéneos: 1.90 para el grupo noAOS+EP, 1.85

para el grupo AOS+noEP y 2.11 para el grupo AOS+EP vy, de igual modo, para las
medianas de distribucion.
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Ninguna de las combinaciones fue significativa, confirmandose que la homogeneidad

global observada con anterioridad se mantiene a nivel individual.

LMR
Se estudio si existian diferencias globales e individuales entre grupos en lo referido a la
ratio linfocitos-monocitos. A continuacion, se muestra de forma gréfica la distribucién de

sus valores para cada grupo (gréfico 2).

LMR

no ADS+ EP AS+ no EP ADS+EP

Gréfico 2: Distribucion de la ratio LMR.

En el grafico se observan caracteristicas muy similares entre grupos.

No existian diferencias globales entre los tres grupos analizados (p=0,744). Se pueden
observar valores medios bastante homogeéneos: 3,79

en el grupo no AOS+EP, 4,02 en el grupo AOS+noEP y 3,80 en el grupo

AQOS+EP.

Ninguna de las combinaciones fue significativa. Esto indica que la homogeneidad global

observada con anterioridad se mantiene a nivel individual.
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PLR

Se estudio si existian diferencias globales e individuales entre grupos en lo referido a la
ratio plaquetas-leucocitos. Se muestra de forma grafica la distribucidn de sus valores para
cada grupo.

En el gréfico se observan caracteristicas muy similares entre grupos (gréfico 3).

50

40

PLR

30

na AQS+ EP ADS+ no EP ADS+ EP

Gréfico 3: Distribucion de la ratio PLR.

No existen diferencias globales entre los tres grupos analizados (p=0,482). En la tabla 10
se pueden observar valores medios razonablemente homogéneos:

32,28 en el grupo noAOS+EP, 34,05 en el grupo AOS+noEP y 32,04

en el grupo AOS+EP.

Ninguna de las combinaciones resulto significativa. Esto indica que la homogeneidad

global observada con anterioridad se mantiene a nivel individual.
PCR

Se estudio si existian diferencias globales e individuales entre grupos en lo referido a la

proteina C reactiva (grafico 4).
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no ADS+ EP ADS+ no EP AQS+ EP

Gréfico 4: Distribucion de la PCR.

En el grafico no se observan diferencias notables, aunque el grupo AOS+EP

parece tener una PCR ligeramente mas elevada que la del grupo no AOS+EP.

No existian diferencias globales entre los tres grupos analizados (p=0,142). En la tabla 12
se pueden observar los siguientes valores medios: 3,26 en el grupo noAOS+EP, 4,76 en el
grupo AOS+no EP y 5,45 en el grupo AOS+EP.

Ninguna de las combinaciones fue significativa. Esto indica que la homogeneidad global

observada con anterioridad se mantiene a nivel individual.

IL-6

Se estudié si existian diferencias globales e individuales entre grupos en lo referido a la
interleucina 6. Se muestra de forma gréfica la distribucién de sus valores para cada grupo.
Se observaron notables diferencias entre grupos a nivel descriptivo. El grupo AOS+EP

tiene el méximo valor para IL-6, seguido por el grupo AOS+no EP. EI grupo noAOS+EP
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tiene el valor mas bajo (grafico 5).

ILE

na ACS+ EF ADS+ no EP ADS+ EP

Gréfico 5: Distribucion de la IL-6.

Las diferencias observadas en la descriptiva son significativas (p<0,001). Encontramos
los siguientes valores medios: 2,61 en el grupo noAOS+EP, 3,71 en el grupo AOS+no EP
y 4,98 en el grupo AOS+EP.

A nivel individual encontramos diferencias significativas entre el grupo noAOS+EP
(valor medio de 2,61) y el grupo AOS+no EP (valor medio de 3,71) y entre el grupo
nNoAOS+EP y el grupo AOS+EP (valor medio de 4,98).

No asi entre el grupo AOS+no EP y el AOS+EP.

HDL

Se estudio si existian diferencias globales e individuales entre grupos en lo referido al
colesterol HDL. Se muestra de forma grafica la distribucién de sus valores para cada
grupo.

A nivel descriptivo se observan notables diferencias entre el grupo noAOS+EP vy los otros
dos, los cuales parecen similares entre si (grafico 6).
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Gréfico 6: Distribucion de HDL.

Las diferencias observadas previamente en la descriptiva son significativas (p<0,001). Se
pueden observar los siguientes valores medios: 54,6 en el grupo noAOS+EP, 44,9 en el
grupo AOS+no EP y 41,3 en el grupo AOS+EP.

A nivel individual encontramos diferencias significativas entre el grupo noAOS+EP
(valor medio de 54,6) y el grupo AOS+no EP (valor medio de 44,9) y entre el grupo
noAOS+EP y el grupo AOS+EP (valor medio de 41,3).

No asi entre el grupo AOS+no EP y el AOS+EP. Esto es coherente con lo observado con

anterioridad en el analisis descriptivo.
FIBRINOGENO
Se estudio si existian diferencias globales e individuales entre grupos en lo referido al

fibrindgeno. Se muestra de forma gréfica la distribucién de sus valores para cada grupo
(gréfica 7).
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Gréfica 7: Distribucion del Fibrindgeno.

A nivel descriptivo se observaron notables diferencias entre el grupo AOS+EP

y los otros dos, los cuales parecen similares entre si.

Las diferencias observadas previamente en la descriptiva son significativas (p=0,033). En
la tabla 18 se pueden observar los siguientes valores medios: 444,8 en el grupo no
AOS+EP, 472,0 en el grupo AOS+no EP y 490,3 en el grupo AOS+EP.

A nivel individual encontramos diferencias significativas entre el grupo noAOS+EP
(valor medio de 444,8) y el grupo “AOS+EP” (valor medio de 490,3.
No asi entre el grupo noAOS+EP y AOS+no EP ni entre el AOS+no EP y el AOS +EP.

9.2. Marcadores inflamatorios segun variables periodontales.
En este apartado se estudio la relacion entre los marcadores inflamatorios y las variables
periodontales en los grupos NnoAOS+EP y AOS+EPSe muestra a continuacion, para cada

combinacion de variables en cada grupo, su coeficiente de correlacion Ry su
significacion:
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Existia correlacion positiva con efecto relevante (o marginalmente significativo) entre el
fibrindgeno y la ratio PO/E (p=0,074; r=0,255) y entre el fibrindgeno y la pérdida 6sea
(p=0,070; r=0,258). Esto indica que una ratio PO/E elevado y una elevada pérdida 6sea se
asocian a valores altos de fibrindgeno, y viceversa. La magnitud de las correlaciones es,
en cualquier caso, débil (r<0,3).

Se muestran graficamente las correlaciones estadisticamente relevantes encontradas para
el grupo noAOS+EP (grafico 8).
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Gréfico 8: Dispersion entre el Ratio PO/E y Fibrin6geno en grupo noAOS+EP.

Cada punto representa una observacion en el conjunto de datos, mostrando la relacién
entre dos variables. La posicion de cada punto en el eje x e y indica los valores de las dos
variables para esa observacion. La dispersion de los puntos revela la variabilidad y
patrones en la relacion entre las variables. La linea de tendencia proporciona una

representacion visual de la direccion y la fuerza de la relacion entre las variables.
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Graéfico 9: Correlacion entre Pérdida Osea y Fibrindgeno en grupo noAOS+EP.

Se llevo a cabo el mismo proceso para el grupo AOS+EP:

Existieron correlacion negativa con efecto significativo entre el LMR vy el grado

(p=0,033; r=-0,396) y entre el PLR y el grado (p=<0,001; r=-0,683). Esto indica que un

LMR y PLR mayor se asocia a un menor grado, y viceversa. EXistié una correlacion

positiva con efecto relevante entre el NRL y el grado (p=0,066; R=0,346). Un mayor

NRL se asocia a un mayor grado, y viceversa. Por ultimo, se observa correlacion negativa
con efecto relevante entre el PCR y la ratio PO/E (p=0,071; R=-0,347) y entre el PCR y la

pérdida 6sea (p=0,052; R=-0,371).
Se muestran graficamente las correlaciones significativas y las

estadisticamente relevantes (grafico 10, 11y 12).
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Gréfico 10: Correlacion entre la ratio LMR y el Grado de la enfermedad periodontal en

AOS+EP.
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Gréfico 11: Correlacion entre la ratio PLR y el Grado de la enfermedad periodontal en

AOS+EP.
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Gréafico 12: Correlacion entre la ratio NLR y el Grado de la enfermedad periodontal en
AOS+EP.
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Grafico 13: Correlacion entre la ratio PO/E y la PCR en AOS+EP.
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Gréfico 14: Correlacion entre Pérdida Osea y PCR en AOS+EP.

El comportamiento grafico coincide con las correlaciones estudiadas con anterioridad.

Correlaciones positivas se asocian a una tendencia creciente (pendiente positiva),

mientras que correlaciones negativas son asociables a tendencias decrecientes (pendiente

negativa).

9.3. Comparativa entre estadio/grado entre grupos noAOS+EP y
AOS+EP.

Se llevo a cabo una comparacién entre los grupos noAOS+EP y AOS+EP en blusqueda de

diferencias a nivel de estadio y grado. Se muestra de forma grafica la distribucion de

ambos segln grupo.
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Gréfico 15: Distribucion de Estadio periodontal en AOS+EP y noAOS+EP.

Se observaron leves diferencias en los estadios 11 y 11 de ambos grupos. Parece que en
noAOS+EP existe una leve tendencia al estadio 111, mientras en AOS+EP dicha tendencia

es al estadio Il. En general los comportamientos son razonablemente homogéneos.
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Gréfico 16: Distribucion del Grado periodontal en AOS+EP y no AOS+EP.

87



En este caso las distribuciones parecen completamente homogéneas y no se observaron

diferencias notables en ningun nivel.

No se observaron diferencias significativas entre grupos para estadio o grado. Esto es

acorde con lo observado en la descriptiva.

9.4. Relacion entre estadio/grado con nivel de ODI en AOS+EP.

Se estudid la correlacién del indice de desaturacién de oxigeno con el estadio y el grado
en el grupo AOS+EP.

Tabla 7: Relacion ODI con Estadio y Grado en AOS+EP.

Relacion del ODI con estadio y grado para grupo “A0S+ EP”: resultados del test correlacion de

r p-valor
ODI wvs ESTADIO 0105 0,575
ODI vs GRADO 0,035 0,855

*p<0,05; **p=0,01; ***p=0,001

No se observaron correlaciones significativas, por lo que se puede concluir que no parece

existir relacién entre estas variables.
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9.5. Relacion entre marcadores inflamatorios con nivel de ODI
en AOS+no EP y AOS+EP.

Se estudié la correlacion del indice de desaturacion de oxigeno con los marcadores

inflamatorios en los grupos AOS+no EP y AOS+EP.

Tabla 8: Relacidn entre marcadores inflamatorios y ODI en AOS+noEP.

r p-valor

ODI vs NLR -0,010 0,855
ODI vs LMR 0,181 0,387
0Dl vs PLR -0,220 0,234
0Dl vs PCR -0,087 0,603

ODI vs ILG 0,168 0,366
|CI'I]I1|"5 HDL -0,271 0,140
0Dl vs FIBR 0,007 0,970

*p<0,05; **p=«0,01; ***p=0,001

No se observaron correlaciones significativas entre el ODI y los marcadores inflamatorios

para el grupo AOS+noEP.

Tabla 9: Relacion entre marcadores inflamatorios y ODI en AOS+EP.

r p-valor

0Dl vs NLR -0,108 0,576
0Dl vs LMR 0187 0,323
0Dl vs PLR -0,031 0,570
0Dl vs PCR 0,13 0,480

0Dl vs ILG 0,195 0,310
0Dl vs HDL 0,003 0,986
0Dl vs FIER 0,01 0,955

*p=0,05; **p=0,01; ***p=0,001

No se encontraron correlaciones significativas entre el ODI y los marcadores

inflamatorios para el grupo AOS+EP.
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9.6. Relacion del IMC con estadio y grado en noAOS+EP y
AOS+EP
Se estudid la correlacion del indice de masa corporal con el estadio y el grado de la

enfermedad periodontal en los grupos noAOS+EP y AOS+EP.

Tabla 10: Relacion entre IMC y Estadio y Grado en no AOS+EP.

r p-valor
IMC vs ESTADIO 0,156 0,269
IMC vs GRADO 0,125 0,375

*p<0,05; **p=<0,01; ***p<0,001

No se observo una correlacion significativa entre el IMC y ninguna de las dos variables
estudiadas en el grupo noAOS+EP.

Tabla 11: Relacion entre IMC y Estadio y Grado en AOS+EP.

r p-valor
IMC wvs ESTADIO -0,185 0337
IMC vs GRADD 0,295 0,121

*p=0,05; *Fp=0,01; ***p<0,001

No se observo una correlacion significativa entre el IMC y ninguna de las dos variables

estudiadas en el grupo AOS+EP.
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9.7. Correlacion entre ARNm de CCL2, ARNm LEP y ARNm LEPR intray entre
Grupos.
Se muestra graficamente el comportamiento de los valores que toma cada ARNm dentro

de cada grupo (gréfico 17).
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Gréfico 17: Expresion relativa del ARNm CCL2, ARNm LEP y ARNm LEPR en cada
Grupo.

La expresion parece similar para el ARNm CCL2 y ARNm LEP en los tres grupos. En el
caso del ARNm LEPR, su expresién parece mayor en noAOS+EP que, en los otros dos
grupos, los cuales son similares.

Dentro de cada grupo, estudiaremos la correlacion entre los tres ARNm

analizados:
En el grupo noAOS+EP no se observa ninguna correlacion significativa entre ARNm.

Existe una correlacion moderada entre ARNm LEPR y ARNm LEP (r=0,519)

estadisticamente no significativa debido al reducido tamafio muestral.
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Gréfico 18: Correlacion entre ARNm LEP y ARNm LEPR en noAOS+EP.
En el grupo AOS+noEP se observa una correlacion negativa significativa y
moderadamente fuerte entre el ARNm LEPR y ARNm LEP (r=-0,623; p=0,023). Una

mayor expresion de uno de ellos se asocia a una menor expresion del otro, y viceversa.
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Grafico 19: Correlacion entre ARNm LEP y ARNm LEPR en AOS+noEP.
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En el grupo AOS+EP se observa una correlacion positiva significativa y
moderadamente fuerte entre el ARNm LEPR y ARNm LEP (r=0,587; p=0,045). Una

mayor expresion de uno de ellos se asocia a una mayor expresion del otro.
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Graéfico 20: Correlacion entre ARNm LEP y ARNm LEPR en AOS+EP.

Estudiamos las diferencias de expresion de los ARNm entre los diferentes

grupos.

Existen diferencias globales relevantes en grupos para la expresion relativa del ARNm
LEPR (p=0,063). Se estudian a continuacion las comparaciones individuales entre grupos
para cada ARNm, a fin de profundizar en posibles diferencias observables.

En la tabla 32 se pueden observar valores medios de expresion relativa de 0,97 en
noAOS+EP, 0,99 en AOS+noEP y 1,12 en AOS+EP.

No se encontraron diferencias significativas entre grupos en cuanto a la expresion relativa
del ARNm CCL2.

La diferencia global entre grupos observada con anterioridad para el ARNm LEPR
proviene de la diferencia relevante entre los grupos noAOS+EP y AOS+noEP (p=0,066).
Se pueden observar valores medios de expresion relativa de 2,11 en noAOS + EP frente a
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0,86 en AOS+ noEP. Observamos valores medios de expresion relativa de 1,64 en
noAOS+EP, 1,07 en AOS +noEP y 0,80 en AOS+EP.

No se encontraron diferencias significativas entre grupos en cuanto a la expresion relativa
del ARNm LEP

9.8. Relacion de la expresion del ARNm CCL2, ARNm LEP y ARNm LEPR con

parametros de interés en el grupo noAOS+EP.

En este apartado se estudia la correlacion que existe entre la expresion del ARNm CCL2,
ARNmM LEP y ARNm LEPR con los parametros IMC, NLR, LMR, PLR, PCR, IL-6,
HDL, fibrindgeno, ratio PO/E y el estadio en el grupo noAOS+EP. A continuacion, se
muestra la significatividad de la correlacion frente a los pardmetros de cada uno de los
ARNmM:

Tabla 12.- Relacion entre ARNm CL2 y los parametros IMC, NLR, LMR, PLR, PCR, IL-
6, HDL, fibrindgeno, ratio PO/E y el estadio para grupo noAOS+EP.

r p-valor
IMC 0,382 0,248
NLR 0,273 0,416
LMR -0,392 0,233
PLR -0,018 0,968
PCR 0,127 0,714
IL-6 -0,503 0,114
HDL 0,018 0,968
Fibrinégeno 0,045 0,903
Ratio PO/E 0,236 0,485
Estadio 0,169 0,620

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

No se observaron correlaciones significativas entre la expresion del ARNm CCL2 y

ninguno de los parametros de estudio.
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Tabla 13. Relacion entre ARNm LEP y los pardmetros IMC, NLR, LMR, PLR, PCR, IL-
6, HDL, fibrindgeno, ratio PO/E vy el estadio para grupo noAOS+EP.

r p-valor
IMC 0,292 0,384
NLR 0,315 0,345
LMR 0,331 0,320
PLR -0,064 0,852
PCR -0,205 0,545
IL-6 -0,140 0,682
HDL -0,005 0,989
Fibrin6geno -0,396 0,228
Ratio PO/E 0,182 0,592
Estadio 0,084 0,805

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

No se observaron correlaciones significativas entre la expresién del ARNm LEP y

ninguno de los parametros de estudio.

Tabla 14. Relacion entre ARNm LEPR y los parametros IMC, NLR, LMR, PLR, PCR,
IL-6, HDL, fibrindgeno, ratio PO/E y el estadio para grupo noAOS+EP.

r p-valor

IMC -0,645 0,037*
NLR 0,547 0,082
LMR -0,173 0,611
PLR 0,118 0,734

PCR -0,418 0,203

IL-6 0,215 0,525

HDL 0,073 0,839
Fibrinégeno -0,191 0,576
Ratio PO/E 0,082 0,818
Estadio -0,067 0,844

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

La expresion del ARNm LEPR tiene una correlacidn negativa significativa (r=-0,645;
p=0,037) con el IMC. Mayor IMC se asocia a una reduccion de la expresion de este
ARNM. Por otro lado, existe una tendencia positiva entre la expresion de LEPR y NLR
(r=0,547; p=0,082). Mayor NLR se asocia a mayor expresion del ARNm de LEPR.
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Se muestra esta tendencia en el grafico de dispersion entre cada par de variables:

GRUPO No AOS +EP

20 .

06 0.8 1.0 1.2 14 1.6
LEPR

Grafico 21: Correlacion entre ARNm LEPR y el IMC en no AOS+EP.
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Gréfico 22: Correlacion entre ARNm LEPR vy la ratio NLR en no AOS+EP.
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9.9. Relacion de la expresion de los ARNm CCL2, ARNm LEP y ARNm LEPR con

parametros de interés en el grupo AOS+EP.

En este apartado se estudia la correlacion que existe entre la expresion del ARNm
CCL2, ARNm LEP y ARNm LEPR con los parametros IMC, NLR, LMR, PLR, PCR, IL-
6, HDL, fibrindgeno, ratio PO/E, el estadio, IAH y ODI en el grupo AOS+EP. A
continuacion, se muestra la significatividad de la correlacion frente a los parametros de

cada uno de los ARNm:

Tabla 15. Relacién entre ARNm CCL2 y los parametros IMC, NLR, LMR, PLR, PCR,
IL-6, HDL, fibrindgeno, ratio PO/E, el estadio, IAH y ODI para grupo AOS+EP.

r p-valor
IMC 0,281 0,352
NLR 0,353 0,237
LMR -0,232 0,446
PLR 0,388 0,190
PCR -0,220 0,470
IL-6 -0,201 0,511
HDL 0,490 0,089
Fibrinégeno -0,030 0,922
Ratio PO/E 0,284 0,371
Estadio 0,185 0,564
IAH -0,473 0,102
OoDI -0,129 0,674

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

Existe una tendencia positiva entre la expresion del ARNm CCL2 y el colesterol HDL

(r=0,490; p=0,089). Esta tendencia se muestra en el siguiente grafico de dispersion:
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Grafico23: Correlacion entre ARNm CCL2 Y HDL en AOS+EP.

Tabla 16. Relacidon entre ARNm LEP y los pardmetros IMC, NLR, LMR, PLR, PCR, IL-
6, HDL, fibrindgeno, ratio PO/E, el estadio, IAH y ODI para grupo AOS+EP.

r p-valor

IMC -0,298 0,348

NLR 0,764 0,004**

LMR -0,295 0,353

PLR 0,348 0,268

PCR -0,186 0,562

IL-6 -0,467 0,125

HDL 0,250 0,433
Fibrinégeno 0,218 0,495
Ratio PO/E 0,371 0,262
Estadio 0,222 0,512
IAH 0,021 0,948

OoDI 0,190 0,555

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

La expresion del ARNm LEP tiene una alta correlacion positiva significativa (r=-0,764;
p=0,004) con el NLR. Mayor NLR se asocia a un aumento de la expresion de este

ARNmM.
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Gréfico 24: Correlacién entre ARNm LEP Y la ratio NLR en AOS+EP.

Tabla 17. Relacion entre ARNm LEPR y los parametros IMC, NLR, LMR, PLR, PCR,
IL-6, HDL, fibrindgeno, ratio PO/E, el estadio, IAH y ODI para grupo AOS+ EP.

r p-valor

IMC -0,263 0,409

NLR 0,525 0,079

LMR 0,172 0,593

PLR 0,315 0,319

PCR -0,154 0,635

IL-6 -0,441 0,154

HDL 0,172 0,594
Fibrinégeno 0,291 0,359
Ratio PO/E 0,123 0,719
Estadio 0,118 0,730
IAH 0,007 0,991

oDI 0,147 0,651

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

Hay una tendencia positiva entre la expresion del ARNm LEPR y NLR (r=0,525;
p=0,079). Un incremento en NLR se asocia a un aumento en la expresion de dicho
ARNM.
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Grafico 25: Correlacion entre la expresion de ARNm LEPR y la ratio NLR en AOS+EP.
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9.10. Relacion de la expresion del ARNm CCL2, ARNm LEP y ARNm LEPR con

parametros de interés en el grupo AOS+noEP.

En este apartado se estudia la correlacion que existe entre la expresion del ARNm
CCL2, ARNm LEP y ARNm LEPR con los parametros IMC, NLR, LMR, PLR, PCR, IL-
6, HDL, fibrindgeno, IAH y ODI en el grupo AOS+noEP. A continuacidn, se muestra la
significatividad de la correlacion frente a los pardmetros de cada uno de los ARNm:

Tabla 18. Relacion entre ARNm CCL2 y los parametros IMC, NLR, LMR, PLR, PCR,
IL-6, HDL, fibrindgeno, IAH y ODI para grupo AOS+no EP.

r p-valor
IMc 0,205 0,483
NLR 0,220 0,450
LMR 0,174 0,552
PLR 0,235 0,418
PCR 0,153 0,601
IL-6 0,344 0,229
HDL -0,340 0,234
Fibrinégeno 0,115 0,697
IAH 0,367 0,196
OoDI 0,268 0,353

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

No se observaron correlaciones significativas entre la expresion del ARNm CCL2y

ninguno de los parametros de estudio.
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Tabla 19. Relacion entre ARNm LEP y los pardmetros IMC, NLR, LMR, PLR, PCR, IL-
6, HDL, fibrindgeno, IAH y ODI para grupo AOS+no EP.

r p-valor
IMC -0,302 0,316
NLR -0,506 0,078
LMR 0,291 0,335
PLR 0,113 0,714
PCR 0,129 0,673
IL-6 0,073 0,813
HDL -0,119 0,699
Fibrinégeno 0,018 0,954
IAH 0338 0,258
oDI 0627 0,044

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

Existe una tendencia negativa entre la expresién del ARNm LEP y NLR (r=-0,506;
p=0,078). Mayor NLR se asocia a menor expresion génica. Esta tendencia se aprecia a

continuacion:
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Gréfico 26: Correlacion entre expresion de ARNm LEP y la ratio NLR en AOS+noEP.
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Existe una correlacion significativa y negativa entre la expresion del gen LEP
y ODI (r=-0,627; p=0,044). Mayor ODI se asocia a menor expresion génica.

Esta tendencia se aprecia a continuacion:
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Graéfico 27: Correlacion entre el ARNm Lep y ODI en AOS+no EP.
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Tabla 20. Relacion entre ARNm LEPR y los parametros IMC, NLR, LMR, PLR, PCR,
IL-6, HDL, fibrindgeno, IAH y ODI para grupo AOS+noEP.

r p-valor
IMC 0,587 0,035*
NLR 0,498 0,083
LMR -0,358 0,230
PLR -0,220 0,470
PCR 0,110 0,720
IL-6 0,000 1,000
HDL -0,062 0,840
Fibrinégeno 0,028 0,929
IAH 0,074 0,809
opI 0,421 0,152

*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001

Hay una correlacion positiva significativa entre la expresion de LEPR e IMC (r=0,587;
p=0,035). Por otro lado, existe una tendencia también positiva entre la expresion del
ARNm y NLR (r=0,498; p=0,083). En ambos casos, un aumento del pardmetro se asocia

a un incremento en la expresion génica.
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Grafico 28: Correlacion entre ARNm LEPR y el IMC en AOS+noEP.
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Gréfico 29: Correlacion entre ARNm LEPR y la ratio NLR en AOS+noEP.
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10. Discusion.

La enfermedad periodontal y la AOS son enfermedades cronicas, muy prevalentes y con
importantes consecuencias en la salud publica.

La integracion en nuestra practica clinica de biomarcadores puede resultar muy util tanto
para el diagndstico de la enfermedad como para el seguimiento de éstas o incluso crear
protocolos de tratamiento.

En el caso de la enfermedad periodontal, hasta la fecha, el diagndstico se ha basado en la
medicién de los parametros periodontales y de los niveles 6seos radiogréficos. Estos
parametros solo revelan informacion de una degradacion periodontal pasada y no de la
actividad actual ni de su posible evolucion.

En la seccidn IV de la clasificacion de 1999, existe un apartado donde se reconoce que el
desarrollo y evolucion de la periodontitis podia depender de distintos desérdenes
sistémicos, independientemente de la inflamacion inducida por el propio biofilm (126).
Por otro lado, la evidencia cientifica ha puesto de manifiesto la importante relacion entre
la periodontitis y un mayor riesgo de patologia cardiaca, teniendo a la inflamacion

sistémica como vehiculo etiopatogénico principal (127).

Dentro de los aspectos bioldgicos de la AOS la activacion de vias fisiopatoldgicas tales
como la hiperactividad del sistema simpatico, las vias inflamatorias sistémicas, el estrés
oxidativo, las alteraciones de diferentes hormonas reguladoras del hambre y de los ejes
hipotalamo-hipofisarios como la leptina, favorecerian la evolucion de eventos adversos a
largo plazo, relacionados fundamentalmente con enfermedades cardiovasculares y
cerebrovasculares (26).

En los Gltimos afios se ha intentado la busqueda, para ambas patologias, de biomarcadores
que pudieran utilizarse tanto como elemento de despistaje de la enfermedad como
marcadores de riesgo en la progresion de la patologia sin grandes éxitos hasta el momento
(128).
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PCR ultrasensible.

De entre los diferentes marcadores, la proteina C reactiva ultrasensible ha destacado
como posible indicador de riesgo cardiovascular, aunque sin suficiente evidencia como
para recomendarlo de forma sistematica.
A la hora de interpretar los resultados siempre hay que tener en cuenta el posible efecto
que juega la presencia de comorbilidades o de la obesidad, en los niveles aumentados de
la PCR ultrasensible de estos pacientes en los que el indice de masa corporal ( IMC)
suelen ser elevados ya que la obesidad se considera un importante factor de riesgo (129).
En los estudios publicados al respecto, existe una alta heterogeneidad en los resultados, ya
que no se suele hacer una completa proteccidn contra todos los factores de confusion
conocidos para la PCR ultrasensible como son comorbilidades, tabaquismo, IMC, edad y
Sexo.

Estudios como el de Lie y cols. (130) no mostraban correlaciones significativas entre los
niveles de PCR ultrasensible, la edad y el IMC. Por el contrario, el anlisis de
metarregresion de Nadeem y cols. (131) mostro los efectos significativos que la edad y el
IMC producian en los niveles circulantes de PCR ultrasensible.

En el estudio de Van der Touw y cols. (132) donde si se hizo un esfuerzo por excluir
todos los posibles efectos adversos (IMC, edad, sexo), encontraron que la PCR
ultrasensible estaba significativamente elevada en los participantes con AOS en relacion
con los controles emparejados por IMC, edad y sexo.

En nuestro estudio, sin embargo, no se encontraron diferencias notables en los niveles de
PCR ultrasensible entre los tres grupos de estudio, aungue el grupo de pacientes con AOS
y periodontitis parecia tener una tendencia de la PCR ultrasensible ligeramente mas
elevados que la del grupo de pacientes solo con enfermedad periodontal.

En nuestra investigacion no tratamos de excluir ninguno de los factores de riesgo
asociados con la AOS, intentando conseguir grupos homogéneos en cuanto a la gravedad.
Respecto a la enfermedad periodontal, que se asocia con IMC aumentados (54) en nuestro
trabajo esta relacion no se daba porque al basarnos en la clasificacion actual, no nos
centramos solo en pacientes de mayor edad y mayor IMC que venian a corresponder con
el criterio de periodontitis cronica del adulto tradicional.

En la mayoria de los estudios se ha considerado solamente a la periodontitis cronica sin

tener en cuenta la clasificacion actual de la enfermedad periodontal, sin hacer un gran
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esfuerzo en que los casos en los que la destruccion ésea supera las expectativas en base a
los depdsitos de biofilm, tuvieran una representacion. Suelen corresponder a un perfil de

pacientes con buena higiene oral y gran pérdida 6sea y en el que pesa mas el componente
hereditario. En nuestra investigacion, este grupo viene a estar representado por pacientes

de menor edad y con menor IMC.

Al buscar en nuestras tablas de analisis las variables antropométricas observamos que los
valores medios del IMC del grupo de pacientes AOS+EP fue mayor que en los pacientes

no AOS+EP.

La media de edad en nuestro grupo AOS+EP fue de 52.1 afios y en nuestro grupo de
pacientes solo periodontal, no AOS+EP, de 45.5 afios. Pequefias diferencias entre las
medias de IMC y las medias de edad entre los grupos AOS+EP y no AOS+EP que, junto
con la diferencia de tamafio muestral de nuestra investigacion en comparacion con los
estudios mencionados, justificarian que entre nuestros resultados no se encontraron
grandes diferencias en los niveles de PCR ultrasensible entre los tres grupos y que el
grupo de pacientes con AOS y periodontitis tuviera unos valores medios de la PCR
ultrasensible ligeramente mas elevados que la del grupo de pacientes solo con
enfermedad periodontal.

Resultados similares a los obtenidos por Martinez-Aguilar y cols. donde los niveles méas
elevados de PCR ultrasensible se asociaban con niveles elevados de IMC (130).

IL-6

Se ha argumentado que la hipoxemia intermitente y la fragmentacion del suefio en la AOS
pueden provocar un aumento de los niveles circulantes de marcadores inflamatorios como
la PCR ultrasensible y la interleucina-6 (IL-6) (14).

En nuestra investigacion observamos notables diferencias en los niveles de IL-6 en los
tres grupos obteniendo los valores mas altos el grupo AOS+EP seguido del grupo
AOS+NO EP y el grupo no AOS+EP.

Las diferencias entre los grupos AOS+EP y AOS+NO EP no fueron significativas, lo cual
estaria justificado porgque no hubo diferencias relevantes en cuanto a la gravedad de la
AQS en ambos grupos tomando como referencia los valores de I1AH, SOz y ODI.

Estos datos sugieren que los niveles mas elevados de la IL-6 vendrian a depender mas de

la AOS que de la presencia de enfermedad periodontal.
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HDL

La relacién entre el tejido 6seo y el tejido adiposo ha sido una cuestion ampliamente
debatida. Histéricamente se le atribuia a la grasa un efecto protector frente a la pérdida de
masa esquelética.

Estudios recientes manejan la hipotesis (basada en estudios preclinicos) de que el HDL
reduce la DMO al reducir el nimero y la funcién de los osteoblastos (10,133).

La enfermedad periodontal es una enfermedad inflamatoria causada por bacterias
periodontales, que eventualmente conduce a la destruccion del hueso alveolar, siendo los
osteoclastos esenciales para la destruccién 6sea. Pero, por otra parte, la pérdida 6sea se
produce cuando la resorcion dsea por parte de los osteoclastos excede la formacién de
hueso por parte de los osteoblastos (134). En nuestro estudio valoramos como podrian
influir los niveles de HDL en los niveles de pérdida 6sea.

Aunque el objetivo de los resultados de los estudios referenciados (10,133,134) estaba
mas relacionado con el posible riesgo de fractura, partiendo del mismo principio, para
nuestro estudio hipotetizamos qué posible efecto podria tener los niveles de HDL en los
niveles de pérdida dsea de la enfermedad periodontal. A nivel descriptivo obtuvimos
notables diferencias en los valores de HDL entre el grupo no AOS+EP y los otros dos
grupos, AOS+ EP y AOS+ no EP que obtuvieron unos resultados de HDL bastante
similares entre si.

También encontramos diferencias significativas en los niveles de HDL entre el grupo no
AOS+ EP y el grupo AOS+ no EP y se encontrd una mayor correlacion entre los niveles
de HDL y los marcadores periodontales Ratio PO/E y pérdida en el grupo no AOS+ EP.
Es por ello por lo que como los niveles mas elevados de HDL los encontramos en los
grupos de pacientes en los que estaba presente la enfermedad periodontal y ademas se
pudo observar una importante correlacion entre los niveles de HDL y la pérdida dsea, por
lo que podria plantearse la posibilidad de que pueda ser considerado como, biomarcador

de la enfermedad periodontal.
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FIBRINOGENO

Con respecto al fibrindgeno a nivel descriptivo obtuvimos notables diferencias entre el
grupo AOS+EP y los otros dos grupos de estudio que presentaban un comportamiento
similar entre si.

A nivel individual los valores mas significativos los obtuvimos en el grupo no AOS+EP y
el grupo AOS+EP.

Niveles elevados de la IL-6 hacen que el higado aumente la sintesis de fibrindgeno
encontrandose incrementado en infecciones cronicas como es el caso de la enfermedad
periodontal (9).

Estos resultados reforzarian la hipdtesis de que la enfermedad periodontal produce una
elevacion de los niveles de fibrindgeno plasmatico, aumentando el riesgo de eventos
cardiovasculares en pacientes con periodontitis y pacientes AOS (9,55).

Hipdtesis doblemente reforzada por el hecho de que obtuvimos una correlacion positiva
relevante entre el fibrindgeno y la ratio PO/E y entre el fibrindgeno y la pérdida 6sea
indicando que una ratio elevado PO/E y una elevada pérdida 6sea se asociarian con

valores altos de fibrindgeno y viceversa.

NLR, LMRY PLR

La proporcion de neutréfilos/linfocitos (NLR), de linfocitos /monocitos (LMR) y de
plaquetas/leucocitos (PLR), biomarcadores de inflamacion sistémica, han despertado gran
interés en el diagndstico de enfermedades cardiovasculares y tumores malignos
(62,63,64) y por ese motivo lo incluimos en el objeto de nuestro estudio.

Obtuvimos caracteristicas muy similares entre los tres grupos, obteniendo resultados
razonablemente homogéneos para los tres biomarcadores; NLR, LMR y PLR.

Al estudiar una posible relacion entre estos biomarcadores e indicadores de gravedad de
la AOS como el ODI no encontramos correlaciones significativas, por lo que en principio
no parecen unos buenos biomarcadores para nuestra investigacion tal y como habiamos

hipotetizado.
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Estudiamos la posible relacion de dichos biomarcadores con las variables periodontales
en los grupos no AOS+EP y AOS+EP.

En el grupo AOS+EP encontramos las concentraciones mayores de los valores de LMR
en los pacientes que presentaban un diagnoéstico de enfermedad periodontal grado A,
seguido del grado B y menor concentracion en los que presentaron un diagndstico de
periodontitis grado C.

El grado de la enfermedad periodontal describe la velocidad y riesgo de progresion
correspondiendo el grado A un riesgo bajo, un paciente con mucho factor causal. El grado
B riesgo moderado con factores causales y pérdida moderada y el grado C un riesgo alto,
supone el perfil mas dificil de tratar, poco agente causal y gran destruccion (1).

La utilidad de la ratio LMR como indice se ha observado en enfermedades inflamatorias
en relacion con episodios agudos (67) por lo que en nuestro estudio los niveles elevados
de LMR se relacionaria con una actividad inflamatoria aguda, tal y como hemos
mencionado anteriormente, un paciente con mucho factor causal.

Encontramos también una correlacion positiva entre el NLR y los grados de mayor riesgo
de progresién de la enfermedad periodontal.

Teniendo en cuenta que el grado de la enfermedad periodontal describe la velocidad y
riesgo de progresion y que hay estudios que consideran a los neutréfilos como células
protectoras del huésped a la enfermedad periodontal (2) y que la ratio NLR se utiliza para
predecir el prondstico de diversas enfermedades (68,69), nuestros resultados estarian
dentro de lo esperado pudiendo considerar los niveles de NLR como un posible
biomarcador con valor prondstico de la enfermedad periodontal. Nuestros resultados son
similares a los obtenidos por Alméasan y cols. (62), que encontraron una relacion entre la
periodontitis y los valores de NLR Y LMR otorgandoles también un posible papel
pronostico.

Nuestro estudio tiene la peculiaridad de haber utilizado la clasificacién de la enfermedad
periodontal actual en estadios y grados y no como periodontitis cronica, lo que le otorga
mayor relevancia clinica.

Aunque hay estudios que reportan que los pacientes con AOS de mayor gravedad
presentarian los casos mas severos de enfermedad periodontal influenciado por el IMC

(54), en base a los resultados presentados, no es de extrafiar que encontremos estadios y
grados de la enfermedad periodontal razonablemente similares en los grupos no AOS+EP
y AOS+EP.
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A medida que avanzabamos el estudio tomamos consciencia de un aspecto que iba a
influir inevitablemente en nuestros resultados como la llegada del SARS-CoV-2 a
nuestras vidas. Si bien la mayoria de las personas se recuperan completamente de la
COVID-19, el 45% de los supervivientes de la COVID podrian sufrir una variedad de
sintomas no resueltos, que pueden persistir durante casi 4 meses después de la infeccion
por SARS-CoV-2 (135).

La inflamacidn sistémica grave y el dafio tisular en la COVID aguda son acelerados por
citoquinas inflamatorias cuyos valores aumentados se asocian con la gravedad de la
enfermedad y también estan implicados en las secuelas prolongadas del COVID (aumento
de IL-6, TNF-a, PCR, trafico de leucocitos) (135).

En nuestro estudio, encontramos una serie de pacientes con marcadores inflamatorios
algo elevados para su edad y comorbilidades, que nos hicieron sospechar que podrian
tener secuelas, obviamente todos se habian contagiado de COVID. Estos pacientes fueron
informados y se les hizo seguimiento. Eramos conscientes de que estos pacientes no
debian ser considerados en nuestro trabajo o condicionarian los resultados por eso el valor
de “n” estd muy ajustado en alguno de los grupos de estudio, pero siempre cumpliendo el
teorema central del limite.

Desde la llegada del SARS-CoV-2 a nuestras vidas, cualquier estudio sobre marcadores
inflamatorios va a presentar un factor de confusién importante y que podria condicionar

los resultados.

ARNmM LEP, ARNm LEPR Y ARNm CCL2.

El uso de las herramientas de la biologia molecular ha supuesto un apoyo diagnostico
importante en un amplio numero de enfermedades infecciosas y de base genéticay que
cada dia va a cobrar mas protagonismo en la practica médica.

Es por ello por lo que, en nuestro trabajo supuso un esfuerzo importante su inclusion,
supliendo nuestras carencias con el apoyo de profesionales experimentados, presentando
un trabajo colaborativo que tiene que definir nuestro dia a dia.

Continuando con la premisa de las caracteristicas esperadas de un biomarcador, se tuvo
en consideracion las opciones que nos puede ofrecer la saliva, facil de conseguir y sin

ninguna intervencion invasiva.
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Si la pandemia nos presentd al SARS-CoV-2 también nos familiarizé con el término del
ARNM.

Cuando se calculan los resultados de una gPCR puede utilizarse la cuantificacion absoluta
o la cuantificacion relativa. En la cuantificacion relativa, se analizan los cambios en la
expresion genica en una muestra determinada en relacion con otra muestra de referencia.
El resultado final de este método se presenta como el cambio en la expresion del gen
objetivo en una muestra en relacion con una muestra de referencia, normalizada con
respecto a un gen de referencia. Es la forma de cuantificacion recomendada para este tipo
de estudios por lo que decidimos seguir dicha recomendacion (136).

En el estudio de Isler y cols. (15) plantearon la relacién entre la expresion de ARNmy
determinadas proteinas inflamatorias (adiponectina, leptina, visfatina, IL-6, TNF-a) en las
muestras de tejido de granulacion de pacientes afectados de periodontitis y perimplantitis
encontrando una relacion significativa entre la expresion del ARNm de dichos
biomarcadores en pacientes afectados de periodontitis y perimplantitis.

El objetivo que nos planteamos en nuestra investigacion fue parecido al del estudio de
Isler y cols. (15) pero, buscandolo en una muestra de saliva, ya que para obtener una
muestra de tejido el paciente se habria tenido que someter a una cirugia previa no
cumpliendo con los criterios que nos planteamos en nuestro estudio.

Centramos el estudio en la expresion del ARNm de la leptina y del receptor de la leptina y
el ARNm de la CCL2 ya que el papel pleiotropico de la leptina esta respaldado por la
distribucion universal de su receptor y que el aumento de la leptina se asocia con un
aumento de expresion de la CCL2 (102,137). Sin olvidar la relacion de estos
biomarcadores con la enfermedad periodontal y la AOS (7,12,15,16,17,18,20).

Es por ello por lo que se estudio la correlacion entre el ARNm de la leptina, ARNm
receptor de la leptinay ARNm de la CCL en los distintos grupos de estudio y entre el
resto de los marcadores inflamatorios en sangre y los parametros de diagnostico
periodontal y de la AOS.

Al estudiar la correlacion entre el ARNm de la leptina, ARNm del LEPR y el ARNm de
CCL2 dentro de cada grupo encontramos que en el grupo de pacientes no AOS+EP y
AOS+EP a medida que aumentaba la expresion del ARNm de la leptina aumentaba
también la de su receptor, ARNm LEPR.

En el grupo de pacientes AOS+no EP, esta asociacion también se da, pero se trata de una

correlacion negativa.
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El nexo en comun de los dos grupos de estudio donde la relacion es positiva parece ser la
presencia de la enfermedad periodontal. En la cavidad oral hay una expresién de la
leptina y de su receptor en tejido gingival, ligamento periodontal y hueso alveolar.
Ademas, existe una correlacion entre el grado de inflamacién y la expresion de la leptina
y su receptor de hasta el 50% con respecto al tejido sano (113) lo que vendria a explicar
el papel de la periodontitis en la correlacion positiva entre ARNm de la leptina 'y el

ARNM de su receptor en los dos grupos donde la enfermedad periodontal estaba presente.

Por otro lado, se ha postulado que en el paciente con AQS, los niveles elevados de leptina
tendrian como objetivo estimular los centros respiratorios y un déficit de leptina podria
ser clave para el desarrollo de un sindrome de hipoventilacién (138). Esto guardaria
relacién con los resultados obtenidos en el grupo de pacientes AOS+noEP, donde menor
expresion de ARNm Lep se asociaba con un ODI mayor. Teniendo en cuenta que la AOS
se relaciona con un IMC elevado, el déficit de leptina en estos pacientes resulta algo
excepcional. En las personas delgadas la leptina se encuentra predominantemente unida a
proteinas, mientras que en las personas obesas aumenta la presencia de leptina en forma
libre.

Se ha postulado que en estos pacientes podria existir una especie de resistencia a la
leptina (138). Esta resistencia podria deberse a una saturacion del sistema de transporte
(139). Esta circunstancia vendria a explicar los resultados obtenidos en nuestro estudio.
Cualquier posible mutacion se traduciria en un receptor de la leptina incompleto incapaz
de desarrollar las sefiales intracelulares correspondientes. De las 5 isoformas distintas del
receptor, Unicamente la variante de dominio intracelular méas largo se considera como un
receptor funcional mientras que, los de cadena mas corta, se comportarian como
receptores solubles (140). Por tanto, en el paciente AOS el problema puede estar
relacionado por un déficit del receptor de la leptina o cualquier interferencia en la union a
los receptores hipotalamicos (101,141).

La leptina ejerce su accidn fisioldgica a través de su receptor. La isoforma larga del
receptor (ObRD) es la que presenta la méxima capacidad de sefializacion. La forma larga
se expresa fundamentalmente en el sistema inmune. El papel de la leptina en la
inmunidad mediada por células se ha obtenido trabajando en ratones deficientes en

receptor de la leptina. La activacion de los linfocitos induciria la expresion de la isoforma
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larga del receptor de la leptina y valores elevados de receptor han sido detectados en
macrofagos y linfocitos (137, 142).

Por otro lado, la correlacién positiva y la correlacién negativa en un grupo de genes puede
tener diferentes explicaciones. Pueden tener una regulacion transcripcional compartida,
mecanismos de retroalimentacion positiva 0 negativa o interaccion con proteinas. Si una
proteina activa la via de sefializacion de un gen, la expresion del otro puede verse
afectada (143, 144).

En base a esta premisa nuestros resultados cobrarian sentido, ya que en el grupo AOS+EP
encontramos los valores mas elevados de IL-6 y NLR, sin olvidar que también presentaba
los valores mas elevados del IMC.

Cuando se hizo la correlacion del ARNm LEP y ARNm LEPR con los distintos
biomarcadores hematoldgicos, encontramos una tendencia positiva entre la expresion del
ARNmM del LEP y entre la expresion del ARNm LEPR vy los valores de NLR.

Teniendo en cuenta que el grupo AOS+EP presentaba unos valores medios de NLR
superiores que en el grupo AOS +noEP podria explicar por qué en el grupo AOS+EP la
correlacion entre el ARNm LEP y ARNm LEPR era positiva, mientras que en el grupo
AOS+no EP fue negativa.

Poco hemos hablado del ARNm de la CCL2. El tnico pardmetro con el que present6 una
relacién significativa fue con los niveles de HDL en el grupo AOS+ EP.

Si tenemos en presente que la CCL2 est4 implicada en los procesos de arterioesclerosis,
donde la captacion de lipoproteinas induciria un estrés celular con necrosis y donde la
acumulacién sucesiva de células apoptoticas, restos celulares y cristales de colesterol
formarian el corazén de la placa de ateroma y estd ampliamente estudiada la relacion de
la AOS y la enfermedad periodontal con el riesgo cardiovascular (145) los resultados
obtenidos cumplirian dichas premisas dada la correlacion encontrada entre los niveles de
HDL y la expresion del ARNm de la CCL2.

En la literatura aparecen maltiples estudios para encontrar posibles biomarcadores tanto
para la enfermedad periodontal como para la AOS. La razon por la que la saliva ha sido
propuesta como un excelente medio de investigacion para biomarcadores de ARNm
mediante la reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa es que nos brinda la
oportunidad de realizar pruebas no invasivas.

Gracias a las técnicas generadas a partir de la biologia molecular se ha podido avanzar

rapidamente en el campo de la medicina, tanto en alternativas a tratamientos como
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soluciones y todavia queda un mundo por descubrir. Este estudio solo es una muestra
muy pequefia, pero hay un amplio abanico de estudios sobre ARNm, asi como el papel
emergente del micro ARN.

En nuestra investigacion nos planteamos como reto el estudio de un extenso numero de
posibles biomarcadores. Si tuvieramos que ampliar nuestro estudio, hoy, es mas que
probable que centrdramos nuestro esfuerzo en el receptor de la leptina. No tanto en la
cuantificacion de la expresion de su ARNm sino en el estudio de posibles mutaciones y el
tipo de receptor predominante.
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11. Conclusiones.

1.En los pacientes AOS con periodontitis estaban aumentados los marcadores

inflamatorios como IL-6, PCR ultrasensible y el fibrindgeno.

2.Asi mismo, en pacientes AOS con periodontitis la relacion neutréfilos/linfocitos estaba

aumentada.

3. En los pacientes periodontales los niveles altos de NLR y LMR se relacion6 con un
mayor riesgo de progresion de la enfermedad periodontal.

4. La fraccion de colesterol HDL se encontraba con mayores incrementos cuando la
enfermedad periodontal estaba presente. El nivel de HDL se asociaba positivamente con

marcadores periodontales como la pérdida del nivel dseo y la ratio PO/E.

5. Se encontr6 una correlacion entre el ARNm LEPR y ARNm LEP en los tres grupos. La
presencia de la enfermedad periodontal podria potenciar la expresion de estos genes en

los pacientes afectos de AOS.

6. Se encontro una relacion negativa entre los niveles de ARN leptina y el indice de
desaturacion de oxigeno (ODI) en los pacientes AOS, teniendo en cuenta que los niveles
elevados de leptina tendrian como objetivo estimular los centros respiratorios, su déficit

seria clave para el desarrollo de un sindrome de hipoventilacion.
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13. Anexos.

13.1. Hoja de informacion al paciente.

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

[itulo “Evaluacion de la expresiéon de ARNm de la leptina en saliva
en pacientes periodontales y/o sindrome de apnea
obstructiva”.

dromotor [l servicio de estomatologia del Hospital Universitario Doctor

Peset de Valencia.

nvestigador principal Cristina Collado Llinares.

Centro HOSPITAL UNIVERSITARI DR. PESET DE VALENCIA

[eléfono de contacto  p87801179

1.

3.

INTRODUCCION
Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio de investigacion en el que se le

invita a participar. El estudio ha sido aprobado por el Comité de Etica de la Investigacién
con medicamentos (CEIm) del Hospital Universitari Dr. Peset de Valéncia, de acuerdo

con la legislaciéon vigente y las normas de buena priactica clinica.

Nuestra intencién es que usted reciba la informacion correcta y suficiente para que
pueda decidir si acepta o no participar en este estudio. Para ello lea esta hoja
informativa con atencién y nosotros le aclararemos las dudas que le puedan surgir.

Ademas, puede consultar con las personas que considere oportuno.

PARTICIPACION VOLUNTARIA
Debe saber que su participacidn en este estudio es voluntaria y que puede decidir NO

participar. Si decide participar, puede cambiar su decisidn y retirar el consentimiento en
cualquier momento, sin que por ello se altere la relacién con su médico ni se produzca

perjuicio alguno en su atencién sanitaria.

OBJETIVO DEL ESTUDIO
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El estudio en el que se le propone participar tiene como objetivo valorar si los niveles del
ARN mensajero de la leptina en su saliva tienen relacion con la presencia o no de AOS y
si se modifican tras un tratamiento periodontal que tiene el objetivo de mejorar su salud

periodontal.

4. DESCRIPCION DEL ESTUDIO

Evaluacion de la expresion de ARNm de la leptina en saliva en pacientes periodontales
y/o sindrome de apnea obstructiva. Le rogamos que lea detenidamente la siguiente
informacion.

Se le va a tomar una muestra de su saliva previa a la realizacién de una
exploracién bucodental gue consiste en la medicién de una serie de pardmetros clinicos
en dientes y encias y posterior tratamiento de sus encias.

La duracion de la prueba es de aproximadamente 45 minutos. La participacion en el
estudio es totalmente voluntaria y el principal beneficio para los participantes es el
conocimiento y mejora de su salud bucodental. Se le tomard una muestra de saliva
previa a la exploracién bucodental. A continuacién, se le realizard un tratamiento
periodontal para mejorar su salud dental. Los pacientes serdn reevaluados a las doce

semanas del tratamiento periodontal volviéndose a obtener una muestra de saliva.

5. RIESGOS Y MOLESTIAS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION
La realizacién de la exploracién periodontal no supone molestia ni perjuicio

alguno para su salud.

El tratamiento de las encias requiere de la aplicacién de anestesia local, lo que
le provocard una sensacién de acorchamiento del labio o de la cara que
desaparecerd” al cabo de pocas horas. Mientras dure el efecto de la anestesia, se
aconseja precaucion y evitar el comer para evitar mordeduras en la lengua o los labios
debido a que no las notara como habitualmente.

Es habitual que después del tratamiento advierta un aumento de sensibilidad
dentaria que  desaparecera espontaneamente en unos dias, volviendo a su estado

de sensibilidad inicial.

6. CONFIDENCIALIDAD
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El tratamiento, la comunicacién y la cesidn de los datos de caracter personal de
todos los sujetos participantes se ajustara a lo dispuesto en la Ley Orgénica
3/2018, de 5 de diciembre, de Proteccion de Datos Personales y garantia de los
derechos digitales y a al Reglamento (UE) 2016/679 de Parlamento europeo y
del Consejo, de 27 de abril de 2016 de Proteccion de Datos

De acuerdo a lo que establece la legislacion de proteccion de datos, usted puede
ejercer los derechos de acceso, modificacién, oposicién y cancelacién de datos,
para lo cual deberd dirigirse a su médico del estudio. Ademas de los derechos
anteriormente citados, también puede limitar el tratamiento de datos que sean
incorrectos solicitar una copia o que se trasladen a un tercero (portabilidad) los
datos que usted ha facilitado para el estudio.

Si deja de participar en el estudio, los datos obtenidos no se pueden eliminar
para asi garantizar la validez de la investigacién. Asi mismo, tiene derecho a
dirigirse a la Agencia de Proteccién de Datos si no quedara satisfecho.

Tanto el Centro, como el Promotor, son responsables respectivamente del
tratamiento de sus datos y se comprometen a cumplir con la normativa de
proteccion de datos en vigor. Se ha establecido un sistema de seudonimizacion
efectivo asignando un cddigo de letras y nUmeros que no guardard relacidn con
el nimero de la historia clinica ni con ningun dato identificativo del paciente. Por
lo tanto, su identidad no sera revelada a ninguna otra persona salvo a las
autoridades sanitarias, cuando asi lo requieran o en casos de urgencia médica.
Los Comités de Etica de la Investigacion, los representantes de la Autoridad
Sanitaria en materia de inspeccién y el personal autorizado por el Promotor,
Unicamente podran acceder para comprobar los datos personales, los
procedimientos del estudio clinico y el cumplimiento de las normas de buena
practica clinica (siempre manteniendo la confidencialidad de la informacién).

El Investigador y el Promotor estan obligados a conservar los datos recogidos
para el estudio al menos hasta 5 afos tras su finalizacién. Posteriormente, su
informacién personal solo se conservara por el centro para el cuidado de su salud
y por el promotor para otros fines de investigacion cientifica si usted hubiera
otorgado su consentimiento para ello, y si asi lo permite la ley y requisitos éticos
aplicables.

Si realizaramos transferencia de sus datos codificados fuera de la Unién Europea,
los datos del participante quedaran protegidos con salvaguardas tales como
contratos u otros mecanismos por las autoridades de proteccién de datos.

Sepa que tiene derecho a acceder a la informacion generada sobre usted en el
estudio. Se le proporcionara un informe de esta en caso de que asi lo solicite.

7. COMPENSACION ECONOMICA
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El estudio no ha recibido ningun tipo de financiacidn externa ni existe conflicto
de intereses.

Se realiza en la Universidad de Valencia.

Los sujetos de experimentacidn no obtendran ninguna compensacidén econémica
por la participacion en este estudio.

OTRA INFORMACION RELEVANTE

Los resultados se utilizaran con fines de docencia, investigacién y/o publicacion
cientifica.

Equipo investigador: Dr. Francisco Javier Silvestre Donat (Catedrdtico de la
Universidad de Valencia y jefe del servicio de estomatologia del Hospital
Universitario del Hospital Peset. Valencia).

Dra. Marina Carrasco Llatas (Dra. En Medicina y Cirugia, ORL del Hospital
Universitario Peset. Valencia. Presidenta de la Comisién de Roncopatia y
Trastornos Respiratorios del Suefio de la SEORL-CCC).

Diego Arroyo Andujar, Doctor en Bioquimica y Biologia molecular por la
universidad auténoma de Barcelona. Presidente de la sociedad espaiola de
Diagnéstico Molecular (SEDM).

Cristina Collado Llinares. Licenciada en Odontologia por la U.V. Master
Universitario en Ciencias Odontoldgicas. Practica privada en periodoncia.

DATOS DE CONTACTO

Datos de contacto del investigador principal: Si tienen alguna pregunta sobre
este proyecto de investigacién, puede consultar en cualquier momento al
Investigador responsable del estudio Cristina Collado Llinares.

Teléfono de contacto 687801179

Email: cristicollin@hotmail.com

Hospital Universitario Dr. Peset Av. Gaspar Aguilar, 90 Servicio de Estomatologia,
Consultas externas. El proyecto se realizard siguiendo los criterios éticos
internacionales recogidos en la Declaracién de Helsinki.
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13.2. Consentimiento informado.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo Evaluaciéon de la expresion de ARNm de la leptina en saliva en
pacientes periodontales y/o sindrome de apnea obstructiva

Yo, <<nombre y apellidos del participante>>

[ ] He leido la hoja de informacion que se me ha entregado sobre el estudio.
[ ] He podido hacer preguntas sobre el estudio.

[ ] He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

[ ] He hablado con <<nombre del investigador>>

[ ] Comprendo que mi participacion es voluntaria.

[ ] Comprendo que puedo retirarme del estudio:

- Cuando quiera.

- Sin tener que dar explicaciones.

- Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

Recibiré una copia firmada y fechada de este documento de consentimiento informado.

resto libremente mi conformidad para participar en el estudio. Firma del participante.

‘irma del participante Firma del investigador

‘echa: / Fecha: /]

Nombre, firma y fecha de puiio y letra por el paciente)
REVOCACION DEL CONSENTIMIENTO

evoco el consentimiento prestado en fecha para participar en

3| estudio y, para que asi conste, firmo la presente revocacion.

‘irma

:n Valencia, a de de20 .
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13.3Documento del CEIC.

GENERALITAT OCHRRCHAE SN 65808
Q VALENCIANA DOCTOR PESET
Departament de Salut de Valéncia - Doctor Peset
A/A.: Cristina Collado
Odontologia.

Titulo: El papel de la leptina como biomarcador en la relacion entre la
periodontitis y la apnea obstructiva del suefio: expresion de ARN
mensajero.

Proyecto de investigacion. Tesis doctora

Cédigo CEIm: 133/21 ;

DICTAMEN DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA
DEL HOSPITAL UNIVERSITARIO DOCTOR PESET DE VALENCIA

D?. Pilar Codoiier Franch, Presidenta del Comité Etico de Investigacion con
Medicamentos del Hospital Universitario Doctor Peset de Valencia

CERTIFICA:

Que este Comité, en la reunién ordinaria celebrada el dia 15 de Diciembre
de 2021, ha evaluado la propuesta del proyecto de investigacion del
estudio arriba referenciado.

Y considera que:

Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacion
con los objetivos del estudio y estan justificados los riesgos y molestias
previsibles para el sujeto teniendo en cuenta los beneficios esperados.

La capacidad del investigador y los medios disponibles son apropiados para

Comité Etico de Investigacioén con Medicamentos del Hospital Universitario Doctor Peset de |
Valencia.
C/ San Lazaro s/n. Edificio CIPS 1° Planta. Valencia 46017. Teléfono 96.3131652
Correo electronico ceic_peset@gva.es.
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% GENERALITAT DERAPRNENT DE SALUIT (€ VNIEROA

Q VALENCIANA ~ DOCTOR PESET

N

Departament de Salut de Valéncia - Doctor Peset
llevar a cabo el estudio.

Que se han evaluado la compensaciones econdmicas previstas (cuando las
haya) y su posible interferencia con el respeto a los postulados éticos y se
consideran adecuadas.

Se cumplen los preceptos éticos formulados en la Declaraciéon de Helsinki
de la Asociacion Médica Mundial sobre principios éticos para las
investigaciones médicas en seres humanos y en sus posteriores revisiones,
asi como aquellos exigidos por la normativa aplicable en funcion de las
caracteristicas del estudio. '

Que el proyecto se plantea siguiendo los requisitos del Real Decreto
957/2020, de 3 de noviembre, por el que se regulan los estudios
observacionales con medicamentos de uso humano.

Son adecuados los procedimientos para obtener el Consentimiento
Informado y el modo de reclutamiento previsto, asi como la compensacion
prevista para los sujetos por dafios que pudieran derivarse de su
participacion en el estudio

Que en la precitada reunion y tras el estudio del protocolo, este Ceim
emite un Dictamen Favorable a la realizacion del estudio en el Centro y
con Dra. Cristina Collado como investigadora principal

Valencia 20 de Diciembre de 2021 s
BHIVEDS,
= <7

CANYS ~
TN Leuo‘P.\Qf

5 <
Fdo.: Dra, Pilar Codofier chNJ_;,i:‘/

Comité Etico de Investigacion con Medicamentos del Hospital Universitario Doctor Pesetde 2
Valencia.
C/ San Lazaro s/n. Edificio CIPS 1° Planta. Valencia 46017. Teléfono 96.3131652
Correo electrénico ceic_peset@gva.es.
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