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INTRODUCERE

Boala parodontald reprezintd conform OMS principala cauza de
pierdere a dintilor la adulti, frecventa imbolnavirii cu aceasta boala a
populatier globului fiind de aproximativ 70%. Conform majoritatii
cercetatorilor si a forurilor decizionale din domeniul medicinei
dentare, boala parodontald, alaturi de caria dentard, sunt principalele
afectiuni orodentare ale acestui secol. In aceastdi ordine de idei,
eforturile combinate ale specialistilor in domeniu se concentreaza spre
a descoperi noi informatii cu privire la aparitia si evolutia acestei boli,
pentru a identifica ulterior cele mai bune metode de diagnostic,
tratament s1 prevenire a aparitiei bolii parodontale.

Desi boala parodontala este cunoscuta si tratatd de peste 5000 de
ani, demonstrarea mecanismului de aparifie a bolii parodontale a
suferit modificari in timp, fenomenul de boald fiind legat de evolutia
rapidd a cunostintelor de microbiologie si imunologie, precum si a
modalitdtilor de estimare a parametrilor clinici (sant gingival si/sau
punga parodontald) si prin dezvoltarea tehnologica. Astfel, metodele
moderne au identificat ca piloni principali ai patogeniei acestei boli
prezenta bacteriilor parodontopatogene si a intensitatii raspunsului
imun, boala parodontald fiind in prezent inclusa in categoria de boli
cu ,,etiologie multifactoriala complexa”.

In prezenta tezd, noi am folosit o tehnici moleculard de
identificare de varf si anume reactia de polimerizare in lant, tehnica
ADN-strip. Prin intermediul acestei tehnici am dorit sd identificam
implicarea a cinci specii parodontopatogene cu potential maxim in
boala parodontala si anume: Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Porphynomonas  gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema
denticola si Prevotella intermedia.

Un factor controversat implicat in aparitia bolii parodontale
agresive este terenul genetic al gazdei, mai exact polimorfismului
genei IL-1.



Cercetari privind rolul stresului oxidativ in aparitia bolii parodontale agresive — corelatii Intre
citokine proinflamatorii si specii parodontopatogene implicate

Aldturi de speciile bacteriene parodontopatogene si terenul
genetic, rol important in diagnosticarea precoce si monitorizarea bolii
parodontale il au markerii de stres oxidativ, fiind demonstrat in
prezent rolul speciilor reactive de oxigen in alterarea ADN-ului celular
s1 toate modificarile de homeostazie celulard ce deriva din aceasta.

Pornind de la aceste considerente a aparut ideea prezentei teze,
in care am dorit sa cercetam existenta unor posibile corelatii dintre
citokinele proinflamatorii, markerii de stres oxidativ si speciile
bacteriene parodontopatogene implicate in aparitia bolii parodontale
agresive, in vederea realizarii unei scheme de diagnostic precoce si de
monitorizare a acestei boli la tineri.

CAP. 1 REPERE ALE BOLII PARODONTALE AGRESIVE iN
PREZENT

Bolii parodontale agresive 1 se descriu urmatoarele caracteristici:
pierderea structurilor de fixare a dintelui insotita de distrugerea
progresiva a osului alveolar, incarcatura bacteriand necorelatd cu
severitatea bolii, agregare familiald, frecvent este prezenta infectia cu
Actinobacilus actinomycetemcomitans, functie anormala a fagocitelor
si raspuns amplificat al macrofagelor cu producerea de prostoglandine
[3,10].

Organizatia Mondiald a Sanatatii declara in 2012 o incidentd a
bolii parodontale de 15-20% [11] si propune ca stategii de prevenire a
acesteia implementarea de programe destinate intreruperii consumului
de tutun dar si de implementare a unor bune practici pentru sanatate
oro-dentara, cum ar fi periajul dentar si folosirea atei dentare [12].

Socransky s.a. [23] precizeaza organizarea bacteriilor prezente
in zonele parodontale in ,,complexe bacteriene”, care actioneaza prin
asocieri succesive pana la aparitta  leziunilor specifice bolii
parodontale [24].
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CAP. 2 CITOKINE

Toate celulele organismului, inclusiv cele care intrd in
componenta sistemului imun, realizeza schimburi de informatie prin
intermediul unor mediatori care formeaza superfamiliile de citokine
sau chemokine, cu rol major in sistemul de aparare al organismului,
fiind implicate in principal Tn multiple fenomene patologice [33].

In cadrul reactiei inflamatorii, ca parte a raspunsului imun,
citokinele proinflamatorii, care se activeaza in cascada (dupa secventa
TNF-a, IL-1 beta, IL-6, IL-8, IFN-y), contracareaza efectul protectiv
al citokinelor anti-inflamatorii [38].

Genele care codificd IL-1 includ IL-1A, IL-1B si IL-1RN, toate
acestea fiind localizate in aceeasi regiune cromozomiald, 2ql3
(cromozomul 2, bratul lung, regiunea 1, banda 3).

CAP. 3 MARKERI DE STRES OXIDATIV IN BOALA
PARODONTALA

Biomarkerii sunt molecule produse in organismul indivizilor
sandtosi sau de catre pacientii care prezinta o afectiune, ei fiind
folositi in monitorizarea statusului clinic, in identificare momentului
de debut al bolii sau a raspunsului obtinut in urma unui tratament [59].
Saliva poate f1 folositd pentru a monitoriza starea generala de sanatate
dar s1 pentru a identifica debutul anumitor boli [63].

Peroxidul de hidrogen poate sa treaca de membrana nucleului si
sa producd modificari de nivelul ADN-ului, inclusiv oxidarea
nucleotidelor [77]. 8-hidoxideoxiguanozina (8-OHdG) este un
nucleotid oxidat care se elimind in salivd, numeroase studii
demonstrand faptul ca dozarea acestui biomarker poate fi utild in
cuantificarea stresului oxidativ din cadrul bolii parodontale [65, 66,

70, 77].
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CAP. 4 APLICAREA CUNOSTINTELOR DE GENETICA iIN
DIAGNOSTICUL BOLII PARODONTALE

Printre primele cercetari genetice in boala parodontala au fost
cele efectuate de catre Kornman K.S. [88] in anul 1997 care a studiat
genotipul interleukinei 1 ca factor de severitate al acestei boli. Daca
pand in acel moment studiile prezentau relatia dintre bacteriile
parodontopatogene si calitatea de fumadtor si evolutia bolii
parodontale, autorul evidentiaza faptul cd genotipul IL-1 poate fi un
predictor folositor in cadrul bolii, pentru un grup de nefumatori. El
apreciaza faptul ca desi boala parodontalad poate fi diagnosticata clinic,
medicii pot folosi pentru prima datd un marker genetic pentru a
identifica persoanele predispuse bolii parodontale, exceptand gradul
de incarcare bacteriana.

Putem concluziona c¢d boala parodontald agresiva este
exprimarea fenotipica a factorilor de mediu (statusul de fumator, stil
alimentar, stres), a profilului genetic (polimorfisme) si a
intreactiunilor biologice (gena-gena sau gena-mediu) [101].

CAP.5 TPOTEZA DE LUCRU. OBIECTIVE GENERALE
5.1 SCOPUL LUCRARII

Lucrarea are ca scop cercetarea fundamentald prin studii de
genetica, biochimie si microbiologie in boala parodontalad agresiva.

5.2 OBIECTIVELE LUCRARII

Obiectivul general al acestei lucrari este de a cerceta existenta
unor posibile corelatii dintre citokinele proinflamatorii, markerii de
stres oxidativ si speciile bacteriene parodontopatogene implicate in
aparitia bolii parodontale agresive, in vederea realizarii unei scheme
de diagnostic precoce si de monitorizare a acestei boli la tineri.
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CAP. 6 METODOLOGIE GENERALA
6.1 STRUCTURA LOTULUI DE STUDIU

Populatie: Populatia studiata a fost reprezentatd persoanele cu
varste intre 35 - 44 din judetul Constanta, Romania.

Esantion: Pentru stabilirea esantioanelor reprezentative pentru
aceste grupe de varsta s-a utilizat metoda esantionarii stratificate
multistadiale, realizate pe 3 niveluri: la nivel de mediu de viata (rural,
urban), la nivel de localitati (selectie aleatoare proportionald) si la
nivel de wunitdti de medicina de familie (selectie aleatoare
proportionald). Esantioanele de studiat au fost apoi extrase prin
selectie sistematica prin pas statistic, folosind drept cadru de
esantionare listele complete ale pacientilor inscrisi pe listele medicilor
de familie din unitdtile selectate pentru studiu. Esantionul necesar
initial, calculat pentru un nivel de incredere de 95%, cu o eroare de
esantionare de 6% si un nivel estimat al fumatorilor si al bolii

parodontale de 50% in populatia studiata, a fost de 379 subiecti cu
varste cuprinse 35-44 ani. [102, 103, 104].

6.2 DISTRIBUTIA ESANTIONULUI

Rata de raspuns a fost de 77,30% (86 subiecti au refuzat
participarea la studiu). Dupa excluderea a 7 subiecti din studiu
(vanzatori de tutun), esantionul final a cuprins 286 subiecti (6%
eroare de esantionare; 95% nivel de incredere), cu o medie de varsta
de 484,01+41,80 luni, 38,1% barbati (n=109) si 61,9% femei (n=177)
[102, 103, 104].

6.3 EXAMENUL CLINIC

Examenul clinic al cavitatii orale a fost realizat prin inspectie,
palpare si percutie, cu accent pe examinarea parodontald. S-a
inregistrat INDICELE CPITN (Community Periodontal Index of
Treatment Need).
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Distributia scorurilor maxime CPITN a aratat ca doar un procent
de 8% (n=23) dintre subiecti au un parodontiu sanatos, 42,7% prezinta
tartru s1 46.5% prezinta pungi parodontale (n=133).

In studiul prezent au fost inclusi:

o toti subiectii sanatosi nefumatori (17 subiecti dintre cei 23
subiecti cu indice cpitn=0);

o toti subiectil nefumatori ce au prezentat parodontita agresiva (37
subiecti dintre cei 133 de subiecti cu diverse stadii ale bolii
parodontale si pungi parodontale de peste 3 mm).

Asa cum este prezentat si in literatura de specialiate am impartit
grupul de studiu (Graficul 1) in: lotul martor (SANATOSI), in care am
inclus subiectii cu APP intre 0 si 3 mm, lotul de pacienti cu punga
parodontala cu adancime medie, intre 4 s1 5 mm (APP 4-5), si lotul de
pacienfi cu adancimea pungii parodontale cuprinsa intre 6 si 9 mm
(APP 6-9), conform Silvestre F.J. si colab [105].

20
24 -
17 17
20 -
16 -
12 -
8 -
4 -
0 T T 1
SANATOSI ADANCIMEA PUNGII ADANCIMEA PUNGII
PARODONTALE 4-5  PARODONTALE 6-9
MM (APP 4-5) MM (APP 6-9)

Graficul 1. Distributia subiectilor in loturi de studiu
S-a obtinut acordul comisiei de eticd a Universitatii Ovidius
Constanta pentru a respecta principiile de eticd pentru cercetarea
medicald care implicd subiecti umani. Subiectii au fost informati cu
privire la scopul investigatiilor. Subiectii au participat la studiu pe
baza unui consimtamant informat care a fost semnat de catre acestia.
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6.4 PRELEVAREA SI TRANSPORTUL PROBELOR

A fost realizata in aceeasi sedinta cu examenul clinic dar imediat
inaintea efectuarii acestuia, pentru a evita eventuala contaminare cu
sange a probelor de fluide orale. Recoltarea de saliva s-a realizat prin
tehnici diferite in functie de metodele de laborator folosite si vor fi
descrise la fiecare studiu 1n parte.

6.5 METODE GENETICE

Metoda genetica folosita pentru identificarea bacteriilor
parodontopatogene si a genotipului IL-1 este Reactia de Polimerizare
in Lanf — tehnica Strip-ADN.

6.6 METODE IMUNOLOGICE
Ca metoda imunologica am folosit tehica ELISA. [109, 110]

6.7 ANALIZA STATISTICA
Rezultatele obtinute au fost analizate statistic folosind programul
IBM SPSS STATISTICS 20.

CAP. 7 STUDIUL 1 - SPECIILE BACTERIENE
PARODONTOPATOGENE SI BOALA PARODONTALA
AGRESIVA
7.1 INTRODUCERE

Scopul acestei cercetari este de a evidentia posibila relatie dintre
speciile bacteriene parodontopatogene si posibila lor implicare in
debutul bolii parodontale agresive, folosind o metoda de varf pentru
identificare si anume, reactia de polimerizare in lanf ADN-strip.

7.2 IPOTEZA DE LUCRU
Obiectivul general al acestui studiu este de a cerceta corelatiile
dintre speciile bacteriene parodontopatogene implicate in aparitia bolii

10
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parodontale agresive, in vederea realizarii unei scheme de diagnostic
precoce si de monitorizare a acestei boli la tineri.

7.3 MATERIAL SI METODA
7.3.1 Colectarea probelor

Am colectat probe de placa parodontald din 5 pungi parodontale
la fiecare subiect. Am folosit un kit de recoltare fabricat de
HainLifescience.
7.3.2 Protocolul de analiza

Testul MicrolDent® se bazeaza pe technologia ADNstrip si
permite identificare genetica moleculard combinatd a 5 specii de
bacterii parodontopatogene, si anume: Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, —Porphynomonas  gingivalis, Prevotella
intermedia, Tannerella forsythia si Treponema denticola. [107]

7.4 REZULTATE

Conform clasificarii oferite de Socransky si acceptate si de
producatorul materialului de analizd, am stabilit gruparea bacteriilor
parodontopatogene in 3 clase: complexul Aa (care cuprinde doar
bacteriile din grupul Aggregatibacter actinomycetemcomitans - Aa),
complexul rosu (care cuprinde bacteriile din clasele Porphynomonas
gingivalis - Pg, Tannerella forsythia — Tf, Treponema denticola - Td)
si complexul portocaliu (care include bacteriile din clasa Prevotella
intermedia - Pi).

Am ales sa evaluam semnificatia statistica a speciilor
parodontopatogene separat, pornind de la specia bacteriana de varf din
punct de vedere al patogenitatii (Aggregatibacter
actinomycetemcomitans), speciile bacteriene ale complexului rosu si
Pi considerate separat, apoi combinatii intre Aa si speciile bacteriene
ale complexului rosu, speciile bacteriene ale complexului rosu cuplate
cu Pi, Aa s1 Pi si in final combinatie intre toate speciile bacteriene.
Aceasta alegere am facut-o avand la baza datele din literatura de

11
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specialitate precum §i o estimare statisticd privind toate speciile
bacteriene considerate in studiu conform metodei moleculare de
identificare folosita in cercetarea noastra.

Pentru toate variantele evaluate, am obervat ca exista diferenta
semnificativa statistic privind prezenta acestor specii bacteriene intre
grupul de sandtosi si cele cu boald parodontald agresiva, atat intre
sanatosi s1 pacientii cu APP 4-5, p <0,05, dar si intre sanatosi si APP
6-9, p < 0,05.

Este de notat faptul ca intre cele doua grupuri de pacienfi nu
avem diferentd semnificativd statistic privind prezenta speciilor
bacteriene parodontopatogene, p > 0,05, aceste date venind sa
confirme incd o data pozitia acestor specii parodontopatogene la
pacientii cu boald parodontald agresivd, indiferent de gradul de
adancime al pungii parodontale.

7.5 DISCUTII

Asa cum sustin majoritatea studiilor boala parodontald agresiva
este o boald multifactoriala in etiologia careia, unul din factori este
reprezentat de prezenta microflorei bacteriene. Cele mai frecvente
specii bacteriene studiate si asociate cu prezenta bolii parodontale
agresive sunt A. actinomycetemcomitans i P. gingivalis, iar lista este
completatd de P. intermedia, T. forsythia si T. denticola [117].

Rezultatele noastre sunt in concordantd cu majoritatea studiilor
care indica faptul ca, intredevar, A. actinomycetemcomitans este
asociatd cu boala parodontald agresiva [118, 119].

Rezultatele studiului nostru aratd ca asocierea dintre A.
actinomycetemcomitans si P. intermedia este prezentad la grupurile de
pacienti evaluati in studiu.

Intr-un studiu realizat in Japonia prin intermediul tehnicii PCR,
autorii au prezentat faptul ca A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis
si T. forsythia au fost identificate In numar mare in pungile
parodontale la pacientii cuprinsi in studiu si chiar mai mult, cd nu
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existd diferente semnificative statistic intre prezenta acestor specii
bacteriene la pacientii cu boala parodontala agresiva fatd de cei cu
forma cronica [121]. Rezultatele sunt similare cu cele obtinute de noi,
asocierea dintre A. actinomycetemcomitans si speciile bacteriene din
complexul rosu fiind frecvent intalnita la pacientii nostri.

Un studiu foarte recent (2014, Wang X. si colab.) realizat pe un
grup populational din China, prezinta faptul ca prezenta A.
actinomycetemcomitans se poate corela cu boala parodontald agresiva
[123]; autorii identifica prezenta acestei specii bacteriene atat la
pacientii cu punga parodontald mica, cat si la cei cu punga parodontala
adanca, asa cum reiese si din rezultatele studiului nostru.

Putem aprecia ca in prezent, parerile marilor specialisti in
domeniu, legate de implicarea speciilor parodontopatogene in
etiopatogenia bolii parodontale agresive sunt impartite. In aceasta
ordine de idei, Kononen E. si Muller H.P. prezinta in studiul lor faptul
ca desi in ultimele decade cercetatorii au acordat importantd asocierii
dintre A. actinomycetemcomitans $1 boala parodontala agresiva, autorii
considerd acestd specie bacteriand ca fiind o componetd minora a
florei bacteriene din cavitatea orala si doar la unii indivizi are rol de
patogen oportunist. Autorii considera ca agenti patogeni in boala
parodontala agresiva speciile bacteriene din complexul rosu si cel
orange. De asemenea, aceiasi autori evidentiaza faptul ca studiile sunt
realizate pe grupuri populationale diferite din punct de vedere al
locatiei geografice si al etniei, aspect care trebuie luat in considerare
atunci cand se realizeaza diverse comparatii intre rezultate [125].

7.6 CONCLUZII PRELIMINARE
1. Studiul nostru demonstreazda ca exista o stransa corelatie intre
prezenta speciilor bacteriene parodontopatogene identificate si
statusul clinic exprimat prin adancimea pungii parodontale,
elemente care sustin implicarea bacteriilor in etiologia bolii
parodontale agresive;

13



Cercetari privind rolul stresului oxidativ in aparitia bolii parodontale agresive — corelatii Intre
citokine proinflamatorii si specii parodontopatogene implicate

2. Cea mai inalta corelatie s-a demonstrat a fi intre adancimea
pungii parodontale si prezenta bacteriilor parodontopatogene,
specia A.actinomycetemcomitans, urmatid de de asocierile
dintre A.actinomycetemcomitans cu P. intermedia sau cu
complexul rosu;

3. Cea mai slaba corelatie este intre addcimea pungii parodontale
si prezenta speciilor bacteriene parodontopatogene din cadrul
complexulului rosu si/sau P. intermedia;

4. Din studiul nostru reiese cd nu exista diferente semnificativ
statistice intre prezenta speciilor bacteriene §i mdrimea
addncimii pungii parodontale.

CAP. 8 STUDIUL II - INTERLEUKINA 1 SI BOALA
PARODONTALA AGRESIVA
8.1 INTRODUCERE

Scopul acestei etape a cercetari este de a evidentia posibila
relatie dintre identificarea profilului genetic legat de polimorfismul
genei IL-1 si biomarkerul de stress oxidativ IL-1f salivar la pacientii
cu boala parodontald agresiva, folosind o metoda de varf pentru
identificare si anume, reactia de polimerizare in lanf ADN-strip,
respectiv reactia ELISA.

8.2 IPOTEZA DE LUCRU

Obiectivul general al acestei lucrari este de a cerceta corelatiile
dintre profilul genetic legat de polimorfismul genei IL-1, citokina
proinflamatorie IL-1f salivar si aparitia bolii parodontale agresive, in
vederea realizarii unei scheme de diagnostic precoce si de
monitorizare a acestei boli la tineri.

8.3 MATERIAL SI METODA
8.3.1 Colectarea probelor pentru testul genetic
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Am colectat probe de saliva de la fiecare subiect. Am folosit un
kit de recoltare fabricat de HainLifescience.
8.3.2 Colectarea probelor pentru IL-1f salivar

Pentru testul ELISA probele de saliva au fost colectate prin
metoda standard (colectarea pasivd a salivei 1n recipiente sterile).
[109]
8.3.3 Protocolul de analiza al tehnicii de biologie moleculara

Testul GenoType IL-1® se bazeaza pe technologia ADNstrip si
permite  identificarea  geneticd  moleculara  combinatd a
polimorfismului IL-1A -889, IL-1B +3953 si IL-1IRN +2018 al
locusului genetic al interleukinei 1. [108]
8.3.4 Protocolul de analiza al testului ELISA pentru IL-1p salivar
(Promokine)

Pentru determinarea biomarkerului IL-1B s-a folosit metoda
ELISA, tehnica sandwich, conform indicatiillor producatorului
(Promokine, USA).

8.4 REZULTATE

Este de subliniat faptul ca majoritatea persoanelor luate in studiu
prezintd profil heterozigot (CT) si apartin lotului de pacienti cu boala
parodontala agresivd. Remarcam identificarea in lotul de sdndtosi a
unui numar mic de subiecti care prezinta genotip homozigot TT pentru
genele IL-1.

Dacda ludm in considerarea frecventa genotipurilor IL1A la
grupurile de studiu se poate observa ca exista o diferenta semnificativa
statistic a prezentei genotipului CT intre grupul de sanatosi si cel cu
boald parodontala agresiva, p = 0,0237. Pentru prezenta genotipului
TT intre grupul de sdnatosi si cel cu boald parodontald agresiva am
obtinut o diferentd nalt semnificativ statistica, p = 0,0006. Insi, nu
exista diferenta semnificativa statistic privind prezenta genotipului CC

intre grupul de sdnatosi si cel cu boala parodontalda agresiva, p =
0,7349.
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In ceea ce priveste frecventa genotipurilor IL1B la grupurile de
studiu se poate observa ca existda o diferentd nalt semnificativ
statistica atat intre prezenta genotipului CT identificat la grupul de
sanatosi si cel cu boala parodontala agresiva, p = 0,0015, cat si intre
prezenta genotipului TT la cele doud grupe de subiecti evaluate, p =
0,0001. De asemenea nu am obtinut o diferentd semnificativa statistic
intre prezenta genotipului CC intre grupul de sandtosi si cel cu boala
parodontald agresiva, p = 0,4944.

In cazul genei IL-1B am obtinut de asemenea diferente inalt
semnificativ statistice (p = 0,000) intre valorile IL-1p si cele trei
genotipuri identificate prin testul PCR.

8.5 DISCUTII

In literatura de specialitate sunt prezentate studii care au
identificat corelatiile dintre modificarile genetice ale genei IL-1 si
existenta bolii parodontale agresive [126, 127, 128, 129]. Exista in
lume putine studii care au reusit sa prezinte o corelatie intre defectul
genetic, cuantificarea fenotipica al IL-1 si statusul de boala, in
Romania aceste studii fiind absente, ceea ce ne permite sa afirmam ca
rezultatele obtinute de noi sunt de noutate absoluta.

In literatura actuald de specialitate sunt prezentate studii care
sustin existenta unei asocieri dintre polimorfismul genelor IL-1 si
boala parodontala agresiva. Astfel, Safonova A.V. si colab. [132]
prezinta faptul ca defectul genetic al IL-1B influenteaza expresia
fenotipica a acesteia, iar prin asociere cu polimorfismul IL-6, duc la
cresterea severitatii bolii; in aceasta ordine de idei s-a observat cd in
acesta asociere au fost identificate A. actinomycetemcomitans
impreuna cu P. gingivalis, conturandu-se o noua paradigma legata de
corelatia dintre aceste polimorfismul acestor gene, expresia fenotipica
si eventuala potentare a colonizarii cu specili bacteriene
parodontopatogene in conditiile prezentei unor defecte genetice.
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In ultimii 10 ani, studiile au ardtat ci severitatea bolii
parodontale este strans legata de polimorfismul genei IL-1 dar si de
mediatori inflamatori locali, printre care IL-1 beta joacd un rol
important [134]; astfel, Guzeldemir si colab. [135] a identificat o
asociere extrem de semnificativa statistic intre polimorfismului genei
IL-1 si boala parodontala agresiva la un grup populational din Turcia.
De asemenea, conform Quappe si colab. [136], in populatia chiliana
polimorfismului genei IL-1 a fost identificat la 25% dintre pacientii cu
boala parodontalid cu debut precoce. In alt studiu realizat pe un
esantion populational din Danemarca, Havemose-Poulsen si colab.
[137] au identificat o asocierea intre genotipurile IL-1 si boala
parodontald agresiva. Rezultate similare au fost raportate de catre
Parkhill [138] care a identificat existenta unei asocieri intre
parodontita agresiva si predominanta polimorfismului genei IL-1 la un
grup populational din UK.

Rezultatele studiului nostru sunt foarte asemanatoare cu cele ale
autorilor mai sus mentionati, existand o diferentd inalt semnificativa
statistic intre prezenta polimorfismului genelor IL-1 s1 boala
parodontala agresiva (profil genetic IL-1B TT).

Corelatia dintre polimorfismul genelor IL-1B si expresia
genetica materializata prin cantitatea IL-1beta sintetizata, rdimane 1nsa
un subiect controversat, urmand ca intr-un viitor apropiat, extinderea
studiilor pe loturi mai mari de subiecti si pe grupuri populationale
variate din punct de vedere genetic sa duca la elucidarea acestui
subiect. In acestd ordine de idei sunt prezentate in literatura de
specialitate actuald si rezultatele unor studii care arata ca nu exista
corelatie intre polimorfismul genelor IL-1 si boala parodontald
agresiva; astfel, rezultatele obtinute au fost realizate pe grupuri
populationale diferite din punct de vedere genetic - caucazieni,
africani, Asia de Est [97, 99, 139, 140, 141, 142, 143, 144].
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Majoritatea autorilor enumerafi mai sus concluzioneazda ca e

posibil ca defectul genetic sd nu fie singular, boala putand fi cauzata
de alterari ale materialului genetic la mai multe gene [97, 143, 145].

8.6 CONCLUZII PRELIMINARE

1.

2.

Studiul nostru demonstreazd ca exista diferente semnificative
statistic intre profilul genetic al IL-1 la pacienti cu boali
parodontala agresiva comparativ cu lotul de sanatogsi;

In ceea ce priveste asocierea dintre profilul genetic si
fenomenul de boalda, rezultatele noastre demonstreaza ca exista
o corelatie (foarte inalta pentru IL-1B si inalta pentru IL-1A)
intre polimorfismul genetic si statusul clinic;

Cea mai inaltd semnificatie statisticdi am obtinut-o pentru
prezenta genotipului TT la toate genele IL-1 studiate, urmata
de cea pentru genotipul CT.

Nu exista diferenta semnificativa statistic privind prezenta
genotipului CC intre sanatosi si pacienti cu boala parodontala
agresiva pentru niciuna dintre genele IL-1 evaluate

Exista o corelatie inalta intre profilul genetic al IL-1B si
exprimarea fenotipica a acestora, respectiv cantitatea de IL-
1beta cuantificata in saliva.

CAP. 9 STUDIUL III - BIOMARKERI DE STRES OXIDATIV
SI BOALA PARODONTALA AGRESIVA
9.1 INTRODUCERE

Scopul acestei etape a cercetarii este de a evidentia posibila

relatie dintre statusul de boald (exprimat prin adancimea pungii

parodontale), profilul genetic (polimorfismul genelor IL-1) si
biomarkerii de stress oxidativ (IL-1f si 8-OHdG salivari).
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9.2 IPOTEZA DE LUCRU

Obiectivul general al acestui studiu este de a cerceta corelatiile
dintre statusul de boald, citokinele proinflamatorii si markerii de stres
oxidativ implicati in aparitia bolii parodontale agresive, in vederea
realizarii uneir scheme de diagnostic precoce si de monitorizare a
acestei boli la tineri.

9.3 MATERIAL SI METODA

Am colectat probe de saliva de la fiecare subiect. Pentru probele
genetice si pentru determinarea cantitativa a IL-1f salivar metodele de
recoltare au fost descrise in cadrul studiilor mai sus prezentate.

Pentru 8-OHdG probele obtinute au fost centrifugate la 8000
rpm timp de 10 minute. [110]
9.3.1 Protocolul de analiza

Pentru testele genetice si pentru IL-1pB salivar am prezentat
protocoalele de analizd in capitolele anterioare. In cadrul acestui
studiu voi prezenta tehnica de determinare ELISA pentru 8-OHdG
salivar.
9.3.2 Principiul testului ELISA pentru 8-OHAG salivar

Pentru determinarea biomarkerului 8-OHdG s-a folosit metoda
ELISA, tehnica competitivd, conform indicatiilor producatorului
(Cayman Chemical, USA).

9.4 REZULTATE
9.4.1 Rezultatele obtinute pentru IL-1A (-889), statusul de boala si
parametrii fenotipici

Existd o diferentda inalt semnificativa statistic (p<0,001) intre
valorile medii ale cantitatii de IL-1beta salivara in functie de statusul
clinic si genotipurile IL-1A.

Analizand rezultatele se poate observa ca influenta variabilelor
independente (status clinic si genotip IL-1A) asupra variabilei
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dependente (IL-1beta salivard) introduse i1n modelul Two Way Anova
este Tnalt semnificativa statistic (p < 0,001).

De asemenea, observdam ca existd o corelatie puternica intre
statusul clinic, genotipurile IL-1A si cantitatea de 8-OHdG salivara.
Analizand rezultatele obtinute s-a observat cd influenta parametrilor
introdusi Tn modelul Two Way Anova este inalt semnificativa statistic
(p <0,001).

9.4.2 Rezultatele obtinute pentru IL-1B (+3954), statusul de boala si
parametrii fenotipici

Rezultatele indica faptul cd exista o corelatie puternica intre
statusul clinic, genotipurile IL-1B si cantitatea de IL-1beta salivara.
Din analiza rezultatelor noastre se observa ca influenta factorilor
introdusi Tn modelul Two Way Anova este inalt semnificativa statistic
(p <0,001).

Existd o corelatie puternica intre statusul clinic, genotipurile 1L-
1B si cantitatea de 8-OHdG salivard. De asemenea, pentru 8-OHdG,
putem spune ca exista o influentd inalt semnificativa statistic pentru
factorii introdusi in modelul Two Way Anova (p < 0,001).

9.5 DISCUTII

Studiul nostru este de noutate absoluta in Romania, pentru ca nu
s-a efectuat pand in prezent o evaluare a modificarilor genetice ale
genei IL-1 1n paralel cu prezenta bacteriilor si a stresului oxidativ in
contextul bolii parodontale agresive.

In literatura de specialitate existi numeroase studii care
dovedesc existenta unei asocieri intre nivelul salivar al 8-OHdG si
prezenta bolii parodontale agresive. Sezer si colab. [65] prezintd in
studiul sau faptul ca exista o corelatie inalt semnificativa statistic intre
valorile salivare ale 8-OHdG si indicii clinici. De asemenea, Canakci
si colab. [64, 76] prezintd in mai multe studii faptul ca nivelul salivar
de 8-OHdG este un biomarker care se identifica precoce in cazul
denaturarii ADN-ului mitocondrial de la nivelul tesutului gingival,

20



Cercetari privind rolul stresului oxidativ in aparitia bolii parodontale agresive — corelatii Intre
citokine proinflamatorii si specii parodontopatogene implicate

datoritd proceselor oxidative, la pacientii cu boald parodontald
agresiva.

Takane s1 colab. [146] indica de asemenea in studiul sau faptul
ca nivelul salivar al 8-OHdG se coreleaza puternic cu adancimea
pungii parodontale; mai mult chiar, autorul precizeaza ca acest
biomarker poate fi folosit cu succes in diagnosticarea si monitorizarea
pacientilor cu boald parodontala.

In studiile noastre anterioare [67, 68, 69] am prezentat faptul ci
8-OHdG salivar este un biomarker sensibil, care se pozitiveaza chiar
inainte de aparitia semnelor clinice de boala parodontala, ceea ce il
propune ca element foarte util in practica de zi cu zi a medicului
dentist, in diagnosticarea precoce a bolii parodontale, fiind un
potential instrument de screening in acesta boala.

Mai mult decat atat, exista numeroase studii care demonstreaza
cu succes utilitatea acestui biomarker salivar si il propun ca instrument
de monitorizare al eficientei tratamentului bolii parodontale [66, 68,
69, 146].

Noi am demonstrat faptul ca prezenta bacteriilor, genotipul-
fenotipul IL-1 si cantitatea de 8-OHdG sunt in corelatie puternica cu
statusul clinic oro-dentar, in literatura de specialitate neexistand studii
care sa coreleze parametrii mai sus mentionati.

9.6 CONCLUZII PRELIMINARE

1. Studiul nostru demonstreaza ca exista o legdatura strdansa intre
profilul genetic si boala parodontald agresiva;

2. Exista o asociere intre polimorfismul genetic si evaluarea
procesului inflamator si al nivelului de stres oxidativ, exprimat
prin valorile IL-1beta i respectiv 8-OHdG salivare,
determinate in boala parodontala agresiva.
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CAP. 10 EVALUAREA SENSIBILITATII SI SPECIFICITATII
TESTELOR FOLOSITE

Pentru a demonstra valoarea testelor folosite in explorarea
paraclinica in ideea de a realiza o ierarhizare a acestora am efectuat o
analiza statistica privind sensibilitarea si specificitatea acestora.

Dat fiind faptul cd in prezent tehnica PCR este tehnicd de varf
apreciata de specialisti in domeniu ca fiind cea mai sensibild si cea
mai specificdi modalitate de identificare si cuantificare a unui
parametru, am decis sa analizdm sensibilitatea si specificitatea
metodei ELISA folosita pentru cuantificarea IL-1f si 8-OHdG salivar.
Am realizat aceasta evaluare prin intermediul curbei ROC, curba care
identifica si valoarea cut-off care discerne in cadrul sirului de rezultate
valorile de normal de cele patologice.

Valoarea estimata (cut-off value) pentru variabila IL-1p care
poate distinge intre cele doud grupuri (sdnatosi si bolnavi) in conditiile

Aria de sub curba ROC trasatd pentru variabila IL1beta (A =
0,943) difera semnificativ de valoarea 0,5 (1/2 din aria patratului).
Probabilitatea calculatda asociata acestei valori este p = 0,0001 < a =
0,05. In aceste conditii se poate afirma cd variabila mentionati are
abilitatea de a distinge intre cele doua grupuri sandtosi si pacienti cu
boalad parodontala agresiva.

De asemenea valoarea estimata (cut-off value) pentru variabila 8-
OHJG care poate distinge intre cele grupul de sanatosi si cel cu boala
parodontala agresiva, 1in conditiille unei sensibilitdti (Se) si
Specificitati (Sp) maxime, este de 1,43 ng/mL.

S1 in cazul 8-OHAG, aria de sub curba ROC trasata (A = 0,982)
difera semnificativ de wvaloarea 0,5 (1/2 din aria patratului).
Probabilitatea calculatd asociata acestei valori este p = 0,0001 < a =
0.05. Astfel putem afirma ca aceasta variabila are abilitatea de a
distinge intre grupurile de Sanatosi si Pacienti cu boala parodontalad
agresiva.
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In continuare am comparat curbele ROC pentru a stabili care
dintre cele doud variabile poate distinge mai corect intre grupurile de
sandtosi si pacienti cu boala parodontala agresiva, sau altfel spus, care
dintre cele doua teste este mai sensibil.

Avand in vedere rezultatul testului, cu o diferenta intre arii de
0,039 si un nivel de semnificatie statistic p = 0,231 > 0,05, putem
concluziona ca cele doua teste sunt sensibil egale.

CAP. 11 ESTIMAREA STATISTICA A RISCULUI DE
PROGRESIE A BOLII

Riscul Relativ (RR), adicd raportul dintre proportiile cazurilor
care au produs un eveniment pozitiv (Aa = PREZENT) in cele doua
grupuri de pacienti cu boald parodontald agresiva vs. sdndtosi este
10,56, valoare semnificativa statistic (intervalul de confidenta 95% IC
=1,55-71,93).

Dat fiind faptul ca speciile bacteriene mentionate au fost
identificate si la subiecti sdndtosi, am considerat util sa calculdm riscul
relativ de progresie a bolii in conditiile prezentei acestor specii
bacteriene. Astfel, identificarea prezentei speciei bacteriene Aa la
bolnavii cu boala parodontald agresiva duce la progresia bolii de 10,56
ori mai mult decat la subiectii sdndtosi parodontal la care s-a
identificat acesta specie bacteriana.

Similar, asocierea dintre prezenta speciei Aa cu IL-1P, duce la
progresia bolii de 12,48 ori mai mult la bolnavii cu boald parodontala
agresiva, in timp ce asocierea dintre 8-OHdG si prezenta Aa conduce
la progresia bolii de 4,63 ori mai mult la pacientii cu boalad
parodontala agresiva.

In cazul in care se asociaza valori crescute ale cantitatilor de IL-
1B cu 8-OHAG salivare, se observa o progresie a bolii de 3,47 ori mai
mult la bolnavii cu boalad parodontala agresiva.

Pentru asocierea variantelor genetice ale IL-1B si cantitdtile de
IL-1PB salivara, se observa ca prezenta genotipului CT duce la o
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progresie a bolii de 4,72 de ori mai mult la bolnavii cu boala
parodontald agresiva, iar prezenta genotipului TT duce la progresia
bolii de 5,23 ori mai mult.

In ceea ce priveste asocierea dintre adancimea pungii
parodontale si prezenta Aa se observa ca duce la o progresie a bolii de
2,48 de ori mai mult la bolnavii cu boala parodontald agresiva; de
asemenea asocierea dintre APP cu IL-1[ salivara duce la o progresie a
bolii de 6,09 de ori mai mult, in timp ce asocierea dintre APP cu 8-
OHJG salivara duce la o progresie a bolii de 17,41 de ori mai mult la
bolnavii cu boala parodontald agresiva.

CAP. 12  ORIGINALITATEA SI  CONTRIBUTIILE
INOVATOARE ALE TEZEI

Originalitatea tezei consta in evaluarea in paralel a unor markeri
de stres oxidativ de estimare a bolii parodontale, in conditiile in care,
in literatura de specialitate, acestia sunt estimati separat.

Ideea realizarii acestui paralelism a venit consecutiv dezvoltarii
stadiului actual al cunoasterii legat de etiopatogenia bolii parodontale,
in care galopant sunt descoperiti noi si noi factori implicati direct si
indirect 1n aparitia acestei boli.

Consideram de asemenea ca originalitatea tezei rezida din modul
in care s-au corelat studiul stresului oxidativ cu citokinele
proinflamatorii si speciile bacteriene parodontopatogene in paralel cu
modificari genetice, respectiv cu polimorfismul unor gene.

Acuratetea rezultatelor obtinute prin tehnici de 1naltd
performanta — tehnica PCR — sustin implementarea testelor genetice
privind identificarea subiectilor care prezinta polimorfism al genelor
IL-1 siin concluzie risc crescut de aparitie al bolii parodontale.

Rezultatele tezei aduc contributii inovatoare legate de
actualizarea cunostintelor privind diagnosticul, monitorizarea si
prognosticul bolii parodontale. In acelasi timp, considerim ci o
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contributie inovatoare a tezei este datd de posibilitatea utilizarii
biomarkerului 8-OHdG salivar 1n screeningul bolii parodontale.

Rezultatele noastre sustin in egald masurd posibilitatea utilizarii
ca biomarker si a speciei A. Actinomycetemcomitans dat fiind faptul ca
aceasta specie a fost identificatd la subiecti sandtosi care ar necesita in
timp o monitorizare in vederea preantampindrii instalarii bolii
parodontale.

Considerdm 1n final ca toate acestea sunt argumente care sustin
contributia rezultatelor tezei in optimizarea schemei de diagnostic a
bolii parodontale.

CAP. 13 CONCLUZII GENERALE

% Rezultatele obtinute privind evaluarea tuturor parametrilor pe
care i-am luat 1n studiu, raportati la starea de normal si
patologic a parodontiului, aratd ca fiecare dintre acestia este
relevant in cadrul diagnosticului bolii parodontale agresive.

¢ Studiile genetice privind identificarea speciilor
parodontopatogene demonstreaza ca A. actinomycetemcomitans
si combinatia dintre A. actinomycetemcomitans cu P.
intermedia eu fost cel mai frecvent identificate ca specii
microbiene in producerea bolii parodontale agresive.

¢ Studiile privind profilul genetic legat de genele IL-1 arata ca
polimorfismul acestora este strans legat de boala parodontala
agresiva.

¢ Exista o corelatie Tnalta intre profilul genetic al IL-1B, respectiv
polimorfismul acestor gene si exprimarea fenotipicd, respectiv
cantitatea de IL-1beta cuantificata in saliva.

% Polimorfismul genelor IL-1 se coreleaza cu statusul clinic si
cantitatea de 8-OHdG s1 IL-1 beta salivare cuantificate.

¢ Consecutiv acestor rezultate, putem estima ca subiectii sanatosi
clinic oro-dentar dar cu polimorfism al genelor IL-1B necesita
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monitorizare specialda in vederea preintdmpindrii aparitei bolii
parodontale.

Cei doi parametrii evaluati cantitativ (IL-1beta si 8-OHdAG
salivari) prin metoda ELISA reflectd cu un inalt nivel de
sensibilitate si specificitate implicarea acestora in boala

R/
0’0

parodontald agresiva, rezultate ce sustin utilizarea acestor
biomarkeri in diagnosticul i monitorizarea bolii parodontale.

*

D)

» Estimarea statisticd a riscului relativ de progresie a bolii

)

evaluate prin combinarea parametrilor luati in studiu arata ca
cel mai mare risc relativ este pentru asocierea dintre IL-1beta si
prezenta speciei bacteriene A. actinomycetemcomitans.

¢ Cea mai nefastd asociere privind biomarkerii luati in studiu este
cea dintre APP si 8-OHdG salivard care duce la o progresie a
bolii de 17,41 de ori mai mare la pacientii cu boald parodontala
agresiva.

>

L)

% Privind corelatia dintre adancimea santului gingival si cantitatea
de 8-OHAG salivar la sandtosi, sustine posibilitatea utilizarii
acestui biomarker in diagnosticul precoce al bolii parodontale si
in vederea realizarii screeningului populational.
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