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l. ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

ADN Acido desoxirribonucleico

TBA Acido tiobarbiturico

ATP Adenosin trifosfato

AT Antioxidantes totales

CAT Capacidad antioxidante total

EP Enfermedad periodontal

EROS Especies reactivas de oxigeno
ERN Especies reactivas del nitrogeno
EOXx Estrés oxidativo

GE Grupo con experimental

GPx Glutation peroxidasa

GR Glutation reductasa

GC Grupo control

IC Inflamacion crénica

IEP indice de enfermedad periodontal
IHOS indice de Higiene Oral Simplificado
LPO Lipoperéxidos

LPS Lipopolisacaridos

MDA Malonialdehido

NADPH Nicotinamida adenina dinucledtido fosfato oxidasa
PMN Polimorfonucleares

Redox Oxido reduccién

RL Radicales libres

SOD Superoxido dismutasa

uv Ultravioleta



Il Resumen
Antecedentes: La enfermedad periodontal (EP) es una alteraciéon crénica de los
tejidos de soporte del diente, caracterizado por sangrado gingival, formacion de
bolsas periodontales, destruccidn de tejido conectivo y la pérdida de hueso alveolar.
Si bien, su etiologia es bacteriana, se ha sefialado que el estrés oxidante (EOx) y la

inflamacion cronica (IC) juegan un papel importante en la patogénesis de la EP.

Objetivo: Determinar los niveles de lipoperéxidos (LPO) y capacidad antioxidante
(CAT) en muestras de saliva de adultos mayores con enfermedad periodontal.

Métodos: Se llevd a cabo un estudio observacional, prolectivo, transversal y
comparativo con una muestra de 80 adultos mayores voluntarios sistémicamente
sanos, divididos en dos grupos: (i) grupo control (GC) con 40 sujetos
periodontalmente sanos y (ii) grupo con enfermedad periodontal (GE) con 40 sujetos

gue presentaban la enfermedad.

Para la evaluacion clinica bucodental se utilizé el indice de Enfermedad Periodontal
(IEP) y el indice de Higiene Oral Simplificado (IHOS). Asimismo, se midieron en
muestras de saliva: capacidad antioxidante total (CAT) y sustancias reactivas al
acido tiobarbitarico (TBARS) por espectrofotometria. Los datos fueron analizados

mediante t- Student, utilizando el programa SPSS V.16.0.

Resultados: Se encontré que los LPO en pacientes con enfermedad periodontal
presentan un aumento frente a pacientes sanos (0.33382 + 0.43*vs 0.14905 + 0.06
pumol/L, p<0.05). Por otra parte, se encontré que la CAT en pacientes sanos se
encuentran disminuidos frente a los pacientes con enfermedad periodontal (sanos
0.3797 £ 0.40, EP 0.7437 £+ 0.34 mmol/L, p<0.05).

Conclusiones: Nuestros hallazgos sugieren que los adultos mayores que
presenten alguna etapa de la enfermedad periodontal tendran niveles mayores de
LPO, y esto se acompafara de una CAT mayor que generada como un efecto

compensatorio del organismo.



1. Introduccién

La enfermedad periodontal (EP) es un padecimiento cronico que afecta los tejidos
de soporte del diente y que, de no ser tratada a tiempo, causa la pérdida de los
dientes. Esto no sélo conlleva las complicaciones a nivel local o nutricional, sino que
repercute en el tratamiento de diversas enfermedades como la diabetes mellitus y
cardiopatias, ademas de ser un factor de riesgo para artritis, infarto al miocardio y

Alzheimer.

Este padecimiento se puede presentar a partir de la cuarta década de la vida y
aumenta su incidencia conforme aumenta la edad, llegando a afectar hasta el 80%
de adultos mayores de 60 afos.

Se sabe que en este grupo se presentan una serie de modificaciones morfolégicas
y fisiolégicas en todo el cuerpo que son consecuencia del paso del tiempo y que se
denominan envejecimiento. Dentro de las diferentes teorias que intentan explicar
este proceso, se encuentra la de los radicales libres (RL), donde los dafios a los
diferentes dérganos y sistemas son ocasionados por el desbalance entre los
desechos reactivos de las reacciones en las cuales se ve involucrado el oxigeno
(radicales libres, RL) y la baja en la CAT del organismo ocasionando el estrés
oxidativo (EOXx).

Se ha reportado que el EOx también esta involucrado en diversas patologias y entre
ellas la EP, sin embargo las investigaciones al respecto son escasas y no se ha
reportado una vinculaciéon entre los marcadores de EOx en saliva y la EP, por lo
cual, en esta investigacion se determinaran los niveles de LPO y la CAT de saliva

en adultos mayores para observar la relacion existente entre el EOx y la EP.



V. Marco Teérico
IV.l. Estrés oxidativo

El oxigeno (O2) contenido en el aire que normalmente respiramos es fundamental
para la vida, sin embargo, muchas reacciones en las que participa el Oz generan
especies reactivas de oxigeno (EROs), algunas tienen el caracter quimico de ser
radicales libres (RL), cuyas entidades bioquimicas en su estructura atomica
presentan un electron desapareado o impar en el orbital externo, dandole una
configuracion espacial que genera una alta inestabilidad con una enorme capacidad
para combinarse con la diversidad de moléculas integrantes de la estructura celular:
carbohidratos, lipidos, proteinas, acidos nucleicos y derivados de cada uno de ellos,
provocando importantes alteraciones funcionales. Por lo tanto, el oxigeno es una
sustancia potencialmente toxica, y aunque es necesaria para el metabolismo de los
organismos aerobios, puede ser dafina en condiciones bioquimicas especificas;
ante esta incongruencia, en cuanto a la necesidad-toxicidad del Oz, se le ha

denominado “la paradoja del oxigeno”.12

El termino estrés oxidativo (EOX) se refiere a una situacion donde existe un aumento
en la concentracién de radicales libres y ocurre una disminucién en los niveles de
defensa antioxidante o excede la capacidad de la célula para eliminarlos y reparar
el dafno celular. Por lo tanto, la capacidad de los mecanismos antioxidantes se ve

superada por los agentes oxidantes.3

La reduccion tetravalente del oxigeno genera EROs, siendo los principales el
peroxido de hidrogeno (H20:2), el radical anionico superoxido (O2 —e), oxigeno
singulete (1 O2), el radical de oxido nitrico (NO¢), peroxilo (ROQs¢), peroxinitrilo

(ONOO-+) y el radical hidroxilo (OH?¢), este ultimo extremadamente reactivo® °.
IV.l.1 Radicales Libres

Los radicales libres (RL) son moléculas o fragmentos de moléculas, que contienen
uno o mas electrones desapareados en su orbital externo, estas moléculas tienden

a ceder ese electron o a adquirir uno por medio de una reaccién Redox para obtener



una estabilidad electronica, ocasionando que este sea altamente reactivo y que

presente una vida media corta.®’

Las reacciones de 6xido-reduccién tienen una amplia distribucion en el metabolismo
celular, la transformacién de los nutrientes organicos y la obtencion de energia
quimica. El término oxidacidon se refiere a la eliminacion de electrones,
generalmente los radicales libres son compuestos oxigenados, ya que son
generados principalmente en sistemas biolégicos a partir de compuestos
enddgenos, a estas moléculas se les conoce como especies reactivas de oxigeno
(EROS) 89,

Los RL se generan a nivel intracelular y extracelular. Entre las células relacionadas
con la produccion de radicales libres del oxigeno se encuentran los
polimorfonucleares (PMN), neutrdéfilos, monocitos, macréfagos, eosinéfilos y las
células endoteliales. Las enzimas oxidantes involucradas son la xantina-oxidasa, la
indolamindioxigenasa, la triptofano-dioxigenasa, la mieloperoxidasa, la galactosa
oxidasa, la ciclooxigenasa, la lipoxigenasa, la monoamino-oxidasa y la nadph
oxidasa.'%1! También se producen RL por la administraciéon de paracetamol,
tetracloruro de carbono y furosemida, las bases de la toxicidad por paracetamol
estan bien estudiadas, al ingerir dosis grandes de la droga el citocromo P450
(CYP2E1L, CYP1A2 y CYP3A) genera cantidades de N-acetil-p-benzoquinonemina
(NAPQI), un metabolito intermedio que es capaz de agotar las reservas hepaticas
de glutation. Este metabolito ejerce su toxicidad al unirse de forma covalente a
macromoléculas y produciendo radicales libres, desarrollando necrosis hepética en
tan s6lo 12 horas. En mucha menor medida, el mismo proceso puede ocurrir en el
rifidn y contribuir a la nefrotoxicidad 8. Por Gltimo, no se puede olvidar agentes como
el humo de cigarrillos, las radiaciones ionizantes, la luz solar, el shock térmico y las

sustancias que oxidan el glutation (gsh) como fuentes de RL.1213

Existen algunas circunstancias en que también se producen RL como la dieta
hipercalorica o insuficiente en antioxidantes, procesos inflamatorios, traumatismos,

isquemia, reperfusion y el ejercicio extenuante.



Existen muchas clases de RL, tanto especies reactivas de oxigeno (ERO) como

especies reactivas de nitrégeno (ERN). Algunos de los radicales libres son:

Anidén superodxido: El oxigeno molecular tiene dos electrones que estan en orbitales
separados y con espines paralelos, el oxigeno al aceptar electrones forma especies
reactivas de oxigeno, asi la reduccion del oxigeno con un electron produce el radical

anion superéxido (02")

02"

v

O2+ e

Este anion esta cargado negativamente, tiene una vida media corta y poca

solubilidad en lipidos.
Radical Hidroperoxilo

Cuando el anién superéxido se protona, produce el radical hidroperoxilo

v

O+ H* HO2"

Este radical pueden asimismo contribuir a la formacién de peréxido de hidrogeno en
los tejidos, es una gente oxidante que puede alterar significativamente las moléculas
biolégicas y producir la destruccién celular y se considera una de las principales
toxinas producida por los tejidos.** 15

Radical Hidroxilo

El radical hidroxilo es la especie mas reactiva, el cual puede provocar rotura
homolitica del agua corporal, un proceso para la formacion de del radical hidroxilo

es la llamada reaccién de Fenton.

Mediante la reaccién de Fenton con complejos de bajo peso molecular de Fe (ll)
como el citrato-Fe (1) o la ATPasa-Fe (ll) genera radicales hidroxilo (OH~). A su vez
el peroxido de hidrogeno en presencia de un metal de transicién puede captar un

electron y producir un radical hidroxilo (OH") y un ion hidroxilo.

Fe3* + 02" » Fe2* + 0O

10



Fe? + H202 > Fe3* + OH +OH-

El anion superdxido puede reaccionar con el H202 para formar oxigeno molecular,

ion hidroxilo y el radical hidroxilo. Esta es la reaccion de Haber — Weiss. 16:17

H202 + Oz » O2+ OH +OH
Especies Reactivas de Nitrogeno mas Frecuentes
Oxido nitrico

El oxido nitrico (NO*) es un radical libre ya que tiene un electron desapareado
aunque es bastante estable, se produce en el organismo por la conversion del
aminoécido L-arginina a L- citrulina por la enzima 6xido nitrico — sintetasa, al ser un
gas y al no estar cargado puede difundir y atravesar la membrana y llega con
facilidad al interior de la célula, el NO* sirve como neurotransmisor, activador

inmunitario, agregacion plaquetaria y como regulador del flujo sanguineo. 819
Formacion de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno

Cuando se produce el NO* en grandes cantidades y este se combina con el Oz 0
con el anion superoxido para formar especies reactivas de oxigeno y nitrégeno
(RNO2).

Cuando se combina el NO*con el anién superdxido se forma el peroxinitros ONO2~

Estos son intermediarios estables y muy reactivos que a su vez también se pueden

descomponer rapidamente en los radicales NO2 e hidroxilo. 16:17

Los RL pueden interaccionar con las diferentes macromoléculas (lipidos, proteinas,
acido desoxirribonucleico y carbohidratos) y generar dafio. A continuacion se
presentan de manera sintetizada las principales modificaciones que sufren estas

macromoléculas a causa de los RL.
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Radicales libres y lipidos.

Cuando los RL reaccionan con los lipidos se suscita la peroxidacion lipidica, que es
un proceso que afecta a las estructuras ricas en acidos grasos poliinsaturados, ya
gue se altera la permeabilidad de la membrana celular y se produce edema y muerte
celular. La peroxidacion lipidica representa una forma de dafio histico que puede
ser desencadenado por el oxigeno, el oxigeno singulete, el peroxido de hidrogeno
y el radical hidroxilo. Los &cidos grasos insaturados son componentes esenciales
de las membranas celulares, por lo que se cree son importantes para Su
funcionamiento normal; sin embargo, son vulnerables al ataque oxidativo iniciado

por los radicales libres del oxigeno.?% 21

Los lipoperoxidos (LPO) se forman mediante la abstraccion de hidréogeno por los
radicales libres (hidroxilo) y otros residuos de &cidos grasos insaturados de los

fosfolipidos de la membrana, formandose un RL lipidico.

R1 -CH=CH-CH2-CH=CH-R2 + OH" --------- R1 —CH=CH-CH"-CH=CH-R2 + H20

R1 —CH=CH-CH=CH-CH"-R2

R1 —CH=CH-CH"-CH=CH-R2

Al formarse un radical lipido, éste sufre un reordenamiento molecular y produce un
dieno conjugado, que reacciona con oxigeno molecular produciendo un radical

hidroperoxilo.

0. oo

I
R1—CH*-CH=CH-CH=CH-R?2 —ou-—y R1-CH -CH=CH-CH=CH-R2

0. oo*
R1—CH=CH-CH=CH-CH*-R2 —0¥ ., Rl —CH=CH—CH=CH-&H -R2

12



El radical hidroperoxilo puede extraer un atomo de hidrogeno de un carbono
metileno de otro &cido graso para formar un nuevo radical lipidico y un hidroperoxido
lipidico, este radical lipidico se puede combinar con otra molécula de oxigeno y

continuar con una reaccion en cadena.

E|> o* 0OH
I
R1-CH CH + R1-CH=CH-CH2-CH=CH-R2 =——m—m—— R1 —CH=CH-CH'-CH=CH-R2 + R1-CH {H

Esta reaccion culmina solo cuando el sustrato se agota o cuando el sistema

antioxidante se opone para que siga la reaccién en cadena.

El dafo lipidico en la membrana de la célula establece un aumento en la
permeabilidad de esta, provocando un alteracion considerable en las funciones

celulares.?1. 22

Los LPO al ser compuestos inestables, siendo muy dificil su deteccion, estos tienen
a degradarse en dienos conjugados, alcanos (etano y pentanos), productos

aldehidos (malonialdehidos) e isoprostanos.
Radicales libres y proteinas.

La oxidacion de un grupo de aminoacidos como fenilalanina, tirosina, histidina y
metionina forma entrecruzamientos de cadenas peptidicas, y la formacién de grupos
carbonilos. La cisteina es el principal aminoacido donde ataca las EROS, cuando
ocurre la oxidacion de cisteina, este pude ocasionar la formacién de disulfuros
mixtos entre los grupos tiol de las proteinas (-SH) y algunos tioles de bajo peso

molecular.?®
Radicales libres y acido desoxirribonucleico

El acido desoxirribonucleico (ADN) es uno de los principales blancos del ataque por
radicales libres en la célula y las modificaciones que sufre como consecuencia son
relevantes para la pérdida de la homeostasis celular. Cuando los RL se combinan
con el ADN, ocurren fenbmenos de mutaciones y carcinogénesis, pérdida de

expresion o sintesis de una proteina por dafio a un gen especifico, modificaciones

13



oxidativas de las bases, deleciones, fragmentaciones, reordenamientos

cromosomicos y desmetilacion de citosinas del ADN que activan genes.?*

El dafio se puede realizar por la alteracion (inactivacion/pérdida de algunos genes
supresores de tumores que pueden conducir a la iniciacién, progresion, o ambas de
la carcinogénesis). Los genes supresores de tumores pueden ser modificados por

un simple cambio en una base critica de la secuencia del ADN.?®
Radicales libres y carbohidratos

Los carbohidratos reaccionan con el radical hidroxilo, éstos sufren una peroxidacion,

formandose compuestos dicarbonilicos y peroxidos de hidrogeno.

Los carbohidratos también reaccionan como agentes protectores, siendo la glucosa
un captador de peréxidos, impidiendo su accién en otras moléculas, a su vez la

manosa y el manitol actian como defensa contra el radical hidroxilo. 292°

Para evitar el dafio a las biomoléculas es necesario contar con un sistema de
defensa eficiente, el cual se encargue de prevenir, retrasar o eliminar el dafio por

los RL, esto con el fin de mantener el equilibrio entre oxidantes/antioxidantes. 2627
IV.l.2 Antioxidantes

El organismo dispone de un sistema antioxidante para contrarrestar la generacion
de EROs, con lo cual se mantiene un equilibrio homeostatico; las enzimas
antioxidantes superoxido dismutasa (SOD), glutation peroxidasa (GPx), glutation
reductasa (GR) y catalasa (CAT), asi como, las proteinas acarreadoras de metales
(ceruplasmina, lactoferrina, transferrina, etc.), las vitaminas A, C y E, la bilirrubina,
el acido urico y el selenio, entre otros, constituyen los elementos mas importantes

del sistema antioxidante1417
Caracteristicas de las enzimas antioxidantes

Dentro de las enzimas antioxidantes con mayor distribucién en el organismo
humano se encuentra la catalasa, la cual esta en alta concentracion en higado y

rinon, baja concentracion en tejido conectivo y epitelios, practicamente nula en tejido
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nervioso y se localiza a nivel celular: mitocondrias, peroxisomas, citosol (eritrocitos);
presenta 2 funciones fundamentales: catalitica y peroxidativa y forma parte del
sistema antioxidante catalasa/SOD que actia en presencia de altas

concentraciones de peroxido de hidrégeno.

La glutation peroxidasa (GPx), es una enzima selenio-dependiente, cataliza la
reduccion de peroxido de hidrogeno a lipoperéxido (L-OOH), usa como agente
reductor el glutatién reducido (GSH) y se localiza en: citosol (eritrocitos), lisosomas
(neutrdfilos, macréfagos y otras células del sistema inmune). Existen 3 formas de
GPx: GPx-c o forma celular, tiene mayor afinidad por el peréxido de hidrégeno que
por el lipoperéxido; GPx —p o forma extracelular, presenta afinidad semejante para
ambos sutratos; GPx-PH, tiene afinidad especifica para los LPO. Las formas GPx-
c y GPx-p no son capaces de utilizar los LPO.

En cuanto a la superéxido dismutasa, esta enzima tiene distribucion amplia en el
organismo, esta formada por un grupo de enzimas metaloides: Cu-SOD y Zn-SOD
gue contienen cobre y cinc en su sitio activo y se encuentran en el citosol y en el
espacio inter-membranoso mitocondrial; Mn-SOD que contiene manganeso y se
localiza en la matriz mitocondrial; Fe-SOD que contiene hierro y se localiza en el
espacio periplasmaético de la E. Coli. Estas enzimas dismutan el oxigeno para formar
peréxido de hidrégeno y su principal funcion es la proteccion contra el anion

superoxido?’.
IV.1.3 Efecto de los radicales libres sobre las enfermedades

En un organismo saludable hay un buen equilibrio molecular entre la generacion de
RL y antioxidantes, pero si la balanza se inclina a favor de los RL, los dafios
generados por oxidacion llevan a envejecimiento prematuro, cataratas,
carcinogeénesis y aterosclerosis. A su vez, esta Ultima provoca hipertension, angina,
isquemia, accidentes cerebrovasculares y otros problemas. Los RL tienden a captar
un electron de otros &tomos con el fin de alcanzar su estabilidad electroquimica,
enfatiza una reactividad mas alta comparada con moléculas cuyos atomos estan

ligados a otros por covalencia (enlace por comparticion de electrones). Una vez que

15



el RL ha conseguido sustraer el electron (reduccién) que necesita, la molécula
estable que lo pierde (oxidacion) se convierte a su vez en un RL por quedar con un
electron desapareado, iniciandose asi una reaccion en cadena. Debido a que estas
especies reactivas no poseen receptores especificos, tienen una capacidad de

agresion indiscriminada sobre células y tejidos.®

El dafio a biomoléculas que determinan los RL se haya implicado en la génesis o

exacerbacion de numerosos procesos:
IV.2. Estrés oxidativo y enfermedad periodontal

Dentro de las diversas enfermedades que se han relacionado con el estrés
oxidativo, se encuentra la enfermedad periodontal (EP). La EP es una patologia
cronica inflamatoria de los tejidos de soporte de los dientes. Si bien, inicia por la
mala higiene que causa la acumulacion de bacterias anaerobias, la reaccion que
monta el organismo ante estas es la que produce la destruccion progresiva de los

tejidos que estan alrededor de los dientes: hueso alveolar, ligamento periodontal,

cemento radicular y encia.!*

Figura 1. Fisiopatologia de la enfermedad periodontal. Modificado de Sharma 'y col.
(2011)
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Una vez que los lipopolisacaridos de las bacterias son detectados por el sistema
inmune, se monta una respuesta donde los PMN intentan controlar la infeccion. De
esta forma, se ha detectado que los leucocitos PMN, tanto gingivales como
periféricos de pacientes con EP, liberan mayor cantidad de EROS en presencia de
estimulos como por ejemplo las bacterias periodontopaticas.® %6 Se ha observado
qgue la enzima mieloperoxidasa presenta una actividad incrementada en el fluido
gingival de pacientes con periodontitis. El dafio oxidativo a los lipidos y
carbohidratos también se ha demostrado en esta enfermedad.®” Con lo cual se

propone que la EP esta estrechamente relacionada con los altos niveles de EOX.

Por lo cual, se han propuesto diversas terapéuticas adicionales al tratamiento
tradicional que ayuden a reducir el dafio causado a los tejidos de soporte durante la

EP. Entre estas terapias, destacan numerosas sustancias antioxidantes.6: 38

El profundizar en el estudio de la participacién del EOx en la patogenia de la EP
puede ayudar a comprender mejor la etiopatogenia de la enfermedad y asi proponer

nuevas alternativas terapéuticas para mejorar la salud de los individuos.

En los dltimos afios, han surgido numerosos informes basados en estudios
epidemioldgicos, en los que las infecciones buco-dentales se asocian con
enfermedades sistémicas, entre ellas alteraciones cerebrovasculares, respiratorias,
diabetes mellitus y resultados adversos del embarazo, debido a los lipopolisacéaridos
(LPS), las bacterias Gram negativas viables del biofilm y citoquinas pro inflamatorias
gue pueden ingresar al torrente sanguineo e influir en la salud general y

susceptibilidad a ciertas enfermedades3%40,

La EP es una agresion patdgena e inflamatoria, continua a nivel sistémico, por la
gran cantidad de superficie de epitelio ulcerado de las bolsas que permite a través

de 3 mecanismos el paso de bacterias y sus productos al organismo:

Infeccion metastasica o bacteriemia: los microorganismos ingresan al torrente

sanguineo, no son eliminados y se diseminan.
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El dafio metastasico se da por las endotoxinas y LPS liberados y letales para las
células; mientras que la inflamacion metastasica se induce por las reacciones

antigeno anticuerpo y la liberacién de mediadores quimicos*L.

En la degranulacion de los PMN también se liberan enzimas proteoliticas. La
elastasa puede hidrolizar diferentes proteinas de la matriz extracelular como
elastina, fibronectina y colageno tipo Ill y IV. La colagenasa también es capaz de
degradar el colageno tisular. Deguchi et al. Fueron los primeros en demostrar el
dafio periodontal producido por los PMN, observaron que aumentaba la adherencia
de PMN a fibroblastos del ligamento periodontal al ser estimulados por
lipopolisacéaridos (LPS). Como ya se ha comentado, la apoptosis juega un papel
fundamental en la produccion de dafio tisular. Existen diferentes moléculas
inflamatorias que retrasan esta apoptosis, dando lugar a un aumento de PMN en el
lugar de la lesién, aumentando las posibilidades de destruccion de los mismos y
liberacion de sus productos toxicos al espacio extracelular con el consiguiente dafio
tisular. La apoptosis de neutrofilos es un importante mecanismo que mantiene un
ndmero apropiado de células bajo condiciones fisioldgicas. La disminucion de este
mecanismo se ha asociado con la aparicion de diferentes enfermedades
inflamatorias, tanto agudas como cronicas y parece estar mediado en gran medida
por la excesiva producciéon de factor estimulador de colonias de granulocitos (G-

CSF) y factor estimulador de colonias de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) 4243
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La EP es una de las enfermedades bucales mas frecuentes en adultos mayores y
su presencia no solo tiene influencia localmente, sino también tiene repercusion a
nivel sistémico, siendo factor de riesgo para numerosas enfermedades como

Alzheimer, artritis y complicando su control como en el caso de la diabetes mellitus.

Si bien, esta enfermedad inicia con la colonizacion de patégenos anaerobios
alrededor del diente, es la respuesta inmune del individuo lo que hace que la
enfermedad progrese. En este sentido, los receptores de los PMN detectan patrones
moleculares en la superficie de las bacterias, lo cual estimula la generacion de RL

y citosinas inflamatorias para contrarrestar con la infeccion.

Por lo cual, se ha planteado que tanto el EOx como la inflacién son dos procesos

involucrados en la génesis y persistencia de la EP.

Si bien se han realizado algunos estudios para asociar el EOx y la EP, la gran
mayoria de ellos utilizan pruebas en suero. Esto, ademas de ser un método invasivo,
y muchas veces complicado de realizar en adultos mayores, tiene el inconveniente
de diluir el verdadero estado oxidado de la boca. Por lo cual, lo ideal seria realizar
una determinacion in situ con una técnica minimamente invasiva; sin embargo, son
escasos los estudios que se han realizado en viejos y su asociacion con el grado de

afectacion periodontal.
Es por ello, que nos planteamos la siguiente pregunta de investigacion:

¢,Cuales son los niveles de lipoperéxidos y la capacidad antioxidante total en saliva

en adultos mayores con enfermedad periodontal?
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VI. Hipotesis

De acuerdo con la informacion teérica investigada, suponemos que los adultos
mayores que presenten enfermedad periodontal tendran niveles mayores de
lipoperdxidos y una capacidad antioxidante total baja, comparada con los adultos

mayores periodontalmente sanos.
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VIl.  Objetivos

VII.1 Determinar los niveles de lipoperéxidos y la capacidad antioxidante total en
muestras de saliva de una poblacibn de adultos mayores con enfermedad

periodontal comparados con adultos mayores periodontalmente sanos.

VII.2 Determinar los niveles de lipoperoxidos y la capacidad antioxidante total en
muestras de saliva de una poblacion de adultos mayores con diferentes grados de

enfermedad periodontal.
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VIIl.  Material y métodos

VIII.1 Poblacién y disefio

Previo consentimiento informado se realizé un estudio transversal analitico con 95
adultos mayores sin distincion de sexo, donde 55 personas fueron diagnosticadas
con EP o gingivitis y otras 40 fueron periodontalmente sanos que constituyeron el
grupo control. Ambos grupos fueron sistémicamente sanos o con enfermedades
cronicas controladas y no consumieron suplementos antioxidantes ni anti-
inflamatorios en 6 meses previos a la toma de muestra.

A ambos grupos se les midi6 la profundidad de surco gingival para clasificarlos en
sanos o con EP. Posteriormente se colectaron 6 ml de saliva de ambos grupos, en
tubos de polipropileno de 15mL, las cuales se centrifugaron a 2500rpm durante 10

minutos para después ser alicuotadas y congeladas a -800C hasta su analisis.

VIII.2 Variables
Variable dependiente:

- Nivel de lipoperéxidos y capacidad antioxidante total en muestras de saliva.
Variable independiente:

- Enfermedad periodontal.

- Grados de enfermedad periodontal.
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Operacionalizacion de variables:

Variables Definiciéon Nivel de Medicién Categoria
Lipoperoxidacion | Concentracion de | Cuantitativa pmol/L
lipoperéxidos en muestras | continua
de saliva
Capacidad Capacidad antioxidante total | Cuantitativa mmol/L
antioxidante total | en muestras de saliva continua
Enfermedad Profundidad de surco | Cualitativa nominal | Presencia de
periodontal gingival mayor a 4 mm enfermedad
periodontal
Ausencia de
enfermedad
periodontal
Grado de | Caracteristicas clinicas de la | Cualitativa ordinal Leve
enfermedad enciay profundidad del surco
_ o Moderada
periodontal gingival.
Severa

VIII.3 Técnicas

VII1.3.1 Material bioldgico

Se colectaron muestras de saliva tanto del grupo de pacientes con EP como los
sanos, en tubos de polipropileno de 15m. Dichas muestras fueron centrifugadas a
2500rpm durante 10 minutos para posteriormente ser alicuotadas y congeladas a -
800C hasta su analisis.
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VIII.3.2 Evaluacion de marcadores de LPO y AOx en muestras de saliva.

Peroxidacion lipidica por el método del acido tiobarbitdrico (TBA)

Fundamento: La prueba del acido tiobarbitarico (TBA) es el ensayo mas usado para
la medicion de la lipoperoxidacion. Durante la prueba, la muestra es tratada con
TBA a pH bajo; en la reaccién del TBA, una molécula de malondialdehido (MDA)
reacciona con dos moléculas de TBA con la produccion de un pigmento rosa cuya

absorcion maxima es a los 532-535 nm.

Procedimiento: Se utilizd el método de Jentzsch (1996). Se recolectd sangre total
en tubos con anticoagulante, heparina o EDTA, se centrifugé inmediatamente la
sangre 10 min. A 3000 rpm para obtener el plasma al cual se le adicionan 10 pL de
butiril-hidroxitolueno (BHT) 2mM por mL de sangre, para evitar la auto-oxidacién de
las muestras. Se colocaron 400 pL de plasma con 50 pL de BHT (12.6 mmol/L) y
400 pL de acido ortofosférico (0.2M) se agité en vortex 10 s y posteriormente se
adicionaron 50 pL de TBA (0.11 mol/L), se agita en vortex por 10 s Esta mezcla se
incubd por 45 min a 90 C en un bafio de agua, pasado este tiempo se colocaron los

tubos en hielo por 5 min. para detener la reaccion.

Posteriormente se adicionaron 1000 yL de butanol en cada tubo y 100 pyL de
solucion salina saturada, se agité vigorosamente por 30 s, se centrifugd a 5000 rpm
1 min., se pasoé la fase de butanol a una celda y se midié la absorbancia a 535 nm

y 572 nm.

La concentracion de &cido tiobarbiturico que reacciona se calcula por medio de una
curva estandar de MDA, obtenida a partir del estandar de 1,1,3,3-

Tetrametoxipropano (TMP).
Preparacion de la curva estandar:

Preparar las siguientes soluciones:

1.- TMP 1mM. - Diluir 17 uL de TMP en 100 mL de agua bidestilada.
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2.- TMP 0.2 mM.- Tomar un ml de TMP 1mM y afadir 4 mL de agua
bidestilada, se prepara cada vez que se usa.
3.- Preparar 8 tubos con diferentes concentraciones de TMP, como se

describe a continuacion:

Tubo TMP (uL) H20 (mL) MDA(umol/L)
1 0 1.000 0

2 5 0.995 0.2

3 10 0.990 0.4

4 20 0.980 0.8

5 30 0.970 1.2

6 50 0.950 2.0

7 70 0.930 2.8

8 100 0.900 4.0

4.- A cada uno de los tubos de la curva se les da el mismo tratamiento que a

la muestra.

e Determinacion de Capacidad Antioxidante Total

Analisis del estado de los antioxidantes totales: Se empled el equipo comercial

(Total antioxidant status, Randox Laboratorios Ltd, UK).

Fundamento: Se trata de una prueba en donde se combinan la peroxidasa
(metamioglobina) con peréxido de hidrégeno y ABTS (2,2°- azido-di-
etilbenzotiazolin sulfanato) para dar como resultado la formacion del radical catién
ABTS+. Este radical presenta una coloracion verde-azulada, la presencia de
antioxidantes en la muestra produce una supresion de esta coloracion siendo ésta
proporcional a la concentracidén de antioxidantes. La cinética de la reaccion se mide
a 600 nm.
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HX-Fe3* + H202 ---------- > X-(Fe* = O) + H20

Metamioglobina Peréxido de hidrégeno

ferrilmioglobina
ABTS + X-(Fe4+=0) - — ABTS**+ HX-Fed®*
Radical verde-azulado

Procedimiento: Se pipetearon 0.02 mL de plasmay se adicion6 1 mL de cromdgeno,
después de mezclar se prosiguid a la lectura de la absorbancia inicial A1, después
de esto se adicionaron 0.200 mL de sustrato, se empieza a cronometrar para leer la

absorbancia A2 al cabo de exactamente 3 min las lecturas se realizaron a 600 nm.

VII1.3.3 Evaluacion de la profundidad del surco gingival

Para ello, se us6 la sonda periodontal recomendada por la OMS, la cual esta
particularmente disefiada para una manipulacién suave de los tejidos blandos
ubicados alrededor de la pieza dentaria. La sonda presenta una porcion codificada,
la cual debe usarse con una fuerza suave para determinar la profundidad de la bolsa
y para detectar la presencia de calculo subgingival. Esta presion no debe ser mayor

de 20 gramos.

La sonda se introduce entre el diente y la encia, lo mas paralelamente posible a la
superficie de la raiz. La profundidad del surco gingivodentario se determina
observando la marca, al nivel del margen gingival. El extremo de la sonda debe

mantener el contacto con la superficie de la raiz.

Los sitios recomendados para el sondaje son el mesial y el distal en las superficies

vestibular y punto medio de la superficie palatina/lingual.

Se procede a determinar la profundidad de las bolsas desde el LAC en las partes
mesiales, vestibulares, distales y linguales de cada uno de los 6 dientes en

evaluacion.
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Si el margen gingival esta sobre el esmalte, se registra:

1. La distancia desde el margen libre gingival hasta el limite amelocementario.
2. Ladistancia desde el margen libre gingival hasta el fondo de la bolsa.

La medicion 1 se resta de la 2 y se obtiene asi la medida de la distancia desde el
LAC hasta el fondo de la bolsa.

Si el margen gingival esta sobre el cemento, el valor desde el LAC hasta el fondo
de la bolsa se mide directamente.

IX. Analisis estadistico:

Los datos seran analizados utilizando medidas descriptivas, porcentajes, promedio
y desviacion estandar (DE); como pruebas de comparacion se usara la prueba t de
Studen y ANOVA, post hoc de Tukey.

Para todas las pruebas se considerara un valor de p<0.05 como significancia
estadistica. Para tal efecto se utiliz6 el programa de analisis estadistico SPSS
version 15.0.
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X. Resultados

En el cuadro X.1 se presentan los datos demogréficos de la poblacién previos a la
toma de muestra de saliva, no observdndose diferencias estadisticamente

significativas.

Respecto a los marcadores de EOx en saliva, se observé que las personas que
clinicamente fueron diagnosticadas con enfermedad periodontal (EP), tienen
concentraciones mas elevadas de antioxidantes (CAT) en comparacion a los
pacientes sanos (0.7437 = 0.34 vs. 0.3797+ 0.40mmol/L, p<0.05). En cuanto a la
concentracion de lipoperoxidos (LPO) se observd que los pacientes con EP tenian
concentraciones mas elevadas que el grupo control de sanos (0.33382 + 0.43 vs.
0.14905 + 0.06 pmol/L, p<0.05). La diferencia en ambos pardmetros fue

estadisticamente significativa. (Cuadro X.1)

Por otra parte, al analizar los niveles de CAT en las personas con diferentes grados
de EP, se observé que aquellos con EP leve tenian concentraciones menores que
los pacientes con EP moderada o severa (0.247 £ 0.42 vs. 0.691 + 0.33y 0.736 *
0.30 mmol/L, p<0.05). En cuanto a las concentraciones de LPO el grupo con EP
severa fueron quienes presentaron concentraciones mas elevadas en comparacion
con los grupos con EP leve o moderada (0.399 + 0.54 vs. 0.157 + 0.06 y 0.187 *
0.88 umol/L, p<0.05). Ambos resultados fueron estadisticamente significativos.
(Cuadro X.1)
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Cuadro X.1 Datos demograficos de la poblacion

Sanos Con EP
(n=40) (n=55)
Edad (afios) 68.2 + 6.6 67.4+4.7
Sexo
Femenino 32 (80%) 48 (87.3%)
Masculino 8 (20%) 7 (12.7%)
IEP (mm) 15+0.8 3.79+04

IEP: indice de enfermedad periodontal; EP: enfermedad periodontal. Los valores muestran

porcentajes y la media + desviacion estandar. Pruebas yx? y t-Student.

Cuadro X.2 Capacidad antioxidante total y nivel

de lipoperéxidos por grupo de

estudio.
Marcador Sanos Con EP
(n=45) (n=50)
CAT 0.3797 £0.40 0.7437 =+ 0.34*
LPO 0.14905 = 0.06 0.33382 + 0.43*

Los valores muestran la media + desviacién estandar. Prueba T-Student

*p<0.05; EP: enfermedad periodontal; CAT: capacidad antioxidante total; LPO: lipoperdxidos.
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Cuadro X.3. Niveles de lipoperoxidos y capacidad antioxidante total en pacientes

con diferentes grados de enfermedad periodontal.

Grado de enfermedad periodontal (n=73)

Leve Moderada Severa

(n=26) (n=12) (n=17)
CAT (mmol/L) 0.247 + 0.42* 0.691 +0.33 0.736 +0.30
LPO (umol/L) 0.157 + 0.06 0.187 +0.88 0.399 + 0.54*

CAT: capacidad antioxidante total, LPO: lipoperoxidos. Prueba ANOVA
*p<0.05

, post hoc de Tukey,
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XI. Discusion

El estrés oxidativo (EOxX) es el desequilibrio entre las especies reactivas de oxigeno
y la capacidad antioxidante del organismo que se inclina hacia las primeras. Este
desequilibrio esta involucrado en el desarrollo de diversas enfermedades como

diabetes mellitus, Alzheimer y enfermedad periodontal (EP).

La EP es una fuente de inflamacion de bajo grado que incrementa las
concentraciones sanguineas de proteina C reactiva, fibrindbgeno y neutrofilos; los
cuales se relacionan con un aumento del riesgo de enfermedad coronaria,
hipertension arterial y diabetes mellitus, aunque la relacion también es inversa,
debido a que las enfermedades sistémicas pueden acelerar la afeccion periodontal,

como confirmaron recientemente Lee y colaboradores. 5!

En este sentido, se ha detectado que los leucocitos PMN tanto gingivales como
periféricos de pacientes con EP, liberan mayor cantidad de especies reactivas de
oxigeno (EROs) en presencia de estimulos como bacterias periodontopaticas a
nivel del surco gingival lo cual causa la destruccion del hueso alveolar, encia,
ligamento periodontal y cemento radicular que en conjunto fijan y amortiguan a los

dientes dentro de la cavidad alveolar.*’: 48

En caso de que este cuadro no sea atendido prontamente, causa la pérdida dental
y con ello problemas masticatorios, fonéticos, nutricionales e incluso es factor de

riesgo para otras patologias como ya se mencioné.

En muchas ocasiones, la enfermedad tiene periodos de subclinicos pero eso no
implica que los tejidos estén sanos. Es por ello que es importante tener indicadores
bioquimicos que permitan tener una nocidn del proceso biolégico que se esta

llevando a cabo y con ello plantear planes personalizados de tratamiento.

En este sentido, se han realizado diversos analisis con muestras de suero que han
relacionado positivamente al EOx con la EP. Sin embargo, es necesario tener un

indicador preciso del fenomeno a nivel local.
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Es por ello que en el presente trabajo se analizaron los niveles de lipoperoxidos

(LPO) y antioxidantes totales (AOX) de muestras de saliva de pacientes con EP

De acuerdo a nuestros resultados, las personas que cursan con EP, tienen mayores
niveles de LPO en comparacion con aquellos perioddntalmente sanos y entre mayor
sea el grado de la enfermedad, aumentan los niveles de LPO, lo cual concuerda con
Voskresenskii ON y Barbara E. Garcia quienes han demostrado que existe dafo

oxidativo a los lipidos y carbohidratos en esta enfermedad.*% 50

Ademas, se sabe que las especies reactivas de oxigeno (EROs) pueden dafiar
selectivamente los proteoglicanos asociados con los tejidos periodontales blandos
y con el hueso alveolar®*; asi como las cadenas de prolina de la colagena tipo 1%,
lo cual puede alterar significativamente las funciones de fibroblastos tales como la

adhesion, proliferacion, y la longevidad®®.

De esta forma, la produccion excesiva de EROs por los neutréfilos o fibroblastos
dentro de los tejidos periodontales activa al NF-kB con la consecuente cascada de
sefializaciébn que activa a los osteoclastos y la inflamacion®’. Asimismo, la
generacion de EOx causa desequilibrio de las metaloproteinasas y sus inhibidores

tisulares, que en conjunto, conduce a la degradacion de los tejidos periodontales®®
59, 60

Pese a que encontramos niveles de LPO elevados en pacientes con EP y concuerda
con otros reportes de investigacion, no sucede lo mismo con los resultados de los
CAT, donde los niveles de pacientes enfermos son mas altos que los de aquellos
gue son periodontalmente sanos y entre mayor sea la severidad de la enfermedad,
mayor concentracion de éstos se observa. Ante esto, es probable que los niveles
mas altos de CAT indiquen un efecto compensatorio, es decir, que altos niveles de
LPO inducen una respuesta antioxidante del organismo tal y como lo menciona
Limon-Pacheco et al. (2009) quienes proponen una sobreproduccion de

antioxidantes®3

Si bien, una reduccién de la CAT total es evidencia de dafio puede indicar una falta

de respuesta, disminucion de antioxidantes o un insulto oxidativo que supera la
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capacidad antioxidante y con ello la indicacion de una intervencion terapéutica
antioxidante. Sin embargo, la situacion inversa puede ser indicio de un mecanismo
adaptativo compensatorio denominado hérmesis; en el cual la exposicion continua
a cantidades bajas de estresores, se traduce en una respuesta controlada y
benéfica para el organismo, gracias a la cual aumenta la eficiencia antioxidante y

antinflamatoria®?.

Existe una creciente evidencia de que la presencia continua de un pequefo
estimulo, tal como bajas concentraciones de EROs, es capaz de inducir la expresion
de enzimas antioxidantes y otros mecanismos de defensa. La base de este
fendbmeno puede ser abarcado, como se mencioné anteriormente, por el concepto
de hormesis, que puede ser caracterizado como una relacion dosis- respuesta en
particular, en el que una dosis baja de una sustancia es estimuladora y una dosis

alta es inhibidora®2.

En este contexto, los radicales pueden ser vistos como benéficos, ya que actian
como sefales para mejorar las defensas contra los patdégenos, en lugar de
perjudiciales, como lo son cuando las células se exponen a altos niveles de estos

radicales.

Finalmente, observamos que es necesario realizar una valoracion local de la EP

para no sobremedicar o dar tratamientos insuficientes al paciente. 5253
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XIl.  Conclusiones.

Hipotesis

De acuerdo con la informacion tedrica investigada, suponemos que los adultos
mayores que presenten enfermedad periodontal tendran niveles mayores de
lipoperéxidos y una capacidad antioxidante total baja, comparada con los adultos

mayores periodontalmente sanos.

Conclusiones

- La pacientes con enfermedad periodontal tienen mayores niveles de
lipoperéxidos y antioxidantes que los pacientes periodontalmente sanos.

- Los pacientes con enfermedad periodontal avanzada tienen mayores niveles
de lipoperdxidos en comparaciéon con grados leve y moderado.

- Los pacientes con enfermedad periodontal avanzada tienen mayores niveles

de antioxidantes totales en comparacion con grados leve y moderado.
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FACLULTAD DE ESTUAMOS SANFERIDRES ZARAGDEA

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO ; @
USBDAD DE INVESTIGACION EN GERONTOLODGIA re ;

EFECTO DEL TAI CHI EN LA SALUD DE ADULTOS MAYORES
CARTA DE CONSENTIMIENTO BAMD INFORMADION

Antecedente

La actiadad fisica tiene un efedo benéfico =n @ salud y bienestar de la persona. Las
imvestigaciones demuesian que la praclica regular de ejerocio bene efecios probeciones
en diferemies deganos y sistemas induyenda los tejidos de soporte de la cavidad oral.

El mjeroocia fisico reguiar repeesenta un médodo para limitar la inflamacion. Existe
evidenda crecenie de gue & sj=rocia fisioo bene, enfre ofros beneficios, un efecio anti-
inflamatono y baps probabiidades de tener niveles sevadas de PCR y leucociios

Objetivo
Conocer & efecio de un programa de ejerccia n la salud de adubos mayores.
Condiciones para ingresar al estudio
* Edad 80 - 74 afas
= Sin disbncon del sexo.
*  Clinicamenie sanos o oon enfermedades cronicn-degenerativas controladas:
=  Compromsa de realizar 1h de Tai-Chi de lunes a siernes durante § messs.
=  Firmar o poner i heella digital en ka cana de consentimiento nformado.

Riesgos

Mo exisle ningdn resgo para su salud, 1as lomas de mueslras sanguinesas seran
Bevadas a cabo por personal experimentado con material nuevo y desachable

El programa de Tai Chi sera Bevate a cabo por personal caificads.
Bemneficios

Las pruebas no tendran ningin costo v loa resullados de glucosa. peril lipidico,
miomelria hemalica, asi como les de 8 revision odonloidgica v de la evaluacion
gerontolégica nbegral se les enfregardn a los parlicipanbes para el conbrol y
viglancia de su estado de salud.

Confidencialidad

Toda la informacidn oblenida es ESTRICTAMENTE CONFIDENCIAL, por 1o gue
s000 56 be PIOPONCIoNEra al paricipante v 8 su médken iratante.
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Preguntas
Toda duda que engan los participantes durante & Bempo que de 13 investigacion,
la podran consultar con su médico tratante y con los integrantes de la Unidad de

Investigacion en Gerentaogia.

Derecho a rehusar

La aceplacidn & parlicpar en este estudio es enteramente VOLUNTARIA. Asi
mismo, puede decidir abandonar el estudio en &l momento que usted lo considere
convenients.

CONSENTIMIENTO

DECLARO QUE ME LEIDO O ME HAN LEIDO EN PRESENCIA DE UN FAMILIAR
RESPONSABLE EL CONTENIDO DEL PRESENTE DOCUMENTO, COMPRENDO LOS

COMPROMISOS QUE ASUMO Y LOS ACEPTO EXPRESAMENTE. POR ELLO,
MANIFESTO MI DESEQ DE PARTICIPAR EN ESTA INVESTIGACION CON TITULO:
“EFECTO DEL TAI CHI EN LA SALUD DE ADULTOS MAYORES" Y FIRMO
VOLUNTARWMENTE ESTE CONSENTMIENTO INFORMADO.

Al firmar este CONSeNtIMeNto NO renundio a NiNguno de mis derechos y he recibido una copla de
@510 Mrgreso.

Nombre y fuma del participante

Nombre y fema 0e un familiar (1esiigo).

Nombre y fima ded investigador:
C. D. Bealriz Hernandez Monjaraz

México, D.F. a de det 2013

En caso de no saber Jeer y escribiv poner huella digital en of cuadro despuds
de haberie Joido of documento af parficipante en presencia del testigo.

Para cualquier duda © adaracion, puede contactar J responsabie del proyecto:

Or. Victor Manwel Mendoza Nafiez. Undad de Invessgacion en Gerontiologla, FES Zaragoza,
UNAM. Eatalla 5 de mayo sn, esq. Fuere de Loreto. Col. Ejército de Orente, 08230, México, D.F.
Tekfono: 55230700, exd. 39182 E-malk: mendoviofsenvidor uram. mx

44



ﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂ

o= | i N
".ii TRIRY

. %:imimm

(%) esw R

i
i :g ”l i ”4
3 1) [ i
3 § i mhﬁs! 1

|



