UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES ZARAGOZA

“Estrés oxidativo e interleucinas pro-
inflamatorias y factor de necrosis tumoral
alfa en adultos mayores y su asociacion con
enfermedad periodontal.”

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

P R E S E N T A

NORMA LILIANA ANAYA ANAYA

DIRECTOR DE TESIS: DRA. RAQUEL RETANA UGALDE
ASESOR DE TESIS: DR. VICTOR MANUEL MENDOZA NUNEZ

CIUDAD DE MEXICO.Noviembre 2017

FES
ZARAGOZA



Servicio S. 10
Texto escrito a máquina
CIUDAD DE MÉXICO.


e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



AGRADECIMIENTOS

Los recursos para la elaboracion de este proyecto fueron otorgados por la
Direccion General de Asuntos del Personal Académico (DGAPA) y el
Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacion e Innovacion Tecnoldgica
(PAPIIT) con clave IN306213.

Agradezco a los miembros de la Unidad de Investigacion en Gerontologia de
la Facultad de Estudios Superiores Zaragoza, UNAM por el apoyo brindado

para la realizacion de este trabajo.

A la Dra. Raquel Retana Ugalde, por su paciencia, por el apoyo brindado y la

direccion del trabajo.

Al Dr. Victor Manuel Mendoza Nufiez como responsable de la unidad y que

me permitié realizar este proyecto.

A la Dra. Mirna Ruiz Ramos, por los consejos, por las correcciones realizadas,

por su tiempo y paciencia

A mis sinodales el M.en C. Fernando Francisco Hernandez Clemente y a la
Mtra. Leonor Aguilar Santelises, por el tiempo que dedicaron a la revision, los
comentarios y las atinadas correcciones realizadas para la culminacion de este

trabajo.



DEDICATORIAS
A Dios

Por permitirme llegar a este momento, por darme salud y fuerza para combatir
cualquier adversidad.

A mis padres

Mama gracias por todas tus ensefianzas, esfuerzos, sacrificios y regafios,
porque me permitieron llegar a este punto, eres mi guia y mi angel, te admiro
tanto porgue eres como el ave fénix que renace de las cenizas. Porque a pesar
de todo siempre estas ahi para mi.

Pap& gracias por todo tu esfuerzo, sacrificio, largas jornadas de trabajo,
desvelos y regafos, por tus ensefianzas, por tus consejos, por creer y confiar
en mi. Gracias por ayudarme a levantarme de mis caidas.

A ambos que, aunque hayan tomado caminos diferentes, siempre estan en mi
corazén y me brindan su apoyo incondicional, por esperar lo mejor de mi, por
motivarme, por darme esta gran herencia, los adoro y los amo. Gracias por
todo.

A mi Regina

Mi nifia hermosa, gracias por haber llegado a mi vida, por ser mi motor, por
darme fuerza cuando estoy agotada, por sacarme una sonrisa cuando estoy
triste, porque eres mi gran tesoro y no te imaginas cuanto te amo. Gracias hija
por acompafiarme en esta parte del camino, por llenarmelo de tantas alegrias.

A mis amigas

A Gise y Gaby, gracias por brindarme su amistad, por permitirme conocerlas,
por regalarme tantas risas, por acompafiarme y apoyarme, las quiero mucho.

A mi esposo

Hugo, por acompafiarme en la parte final de este escrito, gracias por tu carifio
y comprension. Te amo.

Mi fiel amigo Shura gracias por acompafiarme en todo momento.



CONTENIDO

I.  ABREVIATURAS Y ACRONIMOS.......cooeoieieieieeeeeeeeeeeee e, 7
. RESUMEN.....iiiiiiiiiiiii et 9
HI. INTRODUCCION .......ouiiiiuieiieeeeeeeeeeeee et 11
IV. MARCO TEORICO .....iiiiiuiieiiieieie ettt nenens 13
V.1, ENVEJECIMIENTO.....uuuiiiieeiieeeeiiie e e e e e e e e e e e e e e enanns 13
IV.2 Envejecimiento y su asociacion con enfermedades cronicas no
transSMISIDIES (ECNT) covvviiiiii i e e e e eeanens 14
IV.3 Enfermedades cronicas no transmisibles (ECNT) ......c..coeevvvvvvivnnnnnn. 14
IV.4. Estrés oxidativo, envejecimiento y enfermedad..............ccccceeeeennnnne 15
IV.5. Radicales libres en el envejecimiento ................uueeeiiviiiiiiiiiiiiiiiiiiinnns 17
(AVALGI o oTo [ ToTod o] g Ie [0 o) q [0 F= T g (1S 19
IV.7. ANLOXIAANTES ....ovviiiei e e e e e 21
IV.8. Biomarcadores de estrés oXidativo ...........c..uveeeviiieeiniiiiiiiiieeeee e 23
IV.9. Enfermedad periodontal................coooviiiiiiiiiii e 28
IV.10. Proceso inflamatorio cronico (PIC) .......cccuvveeviiieeiiiiiiiiiiieeeee e 30
IV.11. Enfermedad periodontal y estrés oxidativo ..............cccuvveeeeeeeennnnne 32
Y o2 1 (= (=0 o T 34
IV.12.1 Interleucina L (IL-1) ..ooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 35
[V.12.2 Interleucina 6 (IL-6) .......cooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 35
IV.12.3 Interleucina-10 (IL-10) .....cooeeeeiiiiiicee e, 36
IV.12.4. Factor de necrosis tumoral alfa (TNFQ). ..., 37

V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA .......coooiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 38
VI HIPOTESIS ...ttt 40
VII. OBIETIVOS ... 41
VII.1. ODbJetivVO gEeNETAl........ccuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeee e 41
VII.2. Objetivo €SPECITICOS......ccoiiiiieicie e 41
VI MATERIAL Y METODO ... 42
VIILL. TipO 08 €STUAIO .cevvviiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeee ettt 42
VIIL2. UNIVErso de @STUIO .......cooeeiiiiiiiiiiee e 42
VIIIL.2.1. Criterios de iNCIUSION ...........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieneeeeennnneeenees 42

VI.2.2. CriterioS de ©XCIUSION ...c..eeeeee et eaees 42



VII1.2.3. ConSIideraciones GLiCAS .....cuoeeeeee e 43

VL3, VANADIES ...t e e e e eeeees 43
VIII.3.1. Clasificacion de variables ...............uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii. 43
VII1.3.2. Operacionalizacion de variables............cccooeeiiiieinniiiiiiiiieeeen 46
VIIl.4.1. Evaluacion de la profundidad del surco gingival....................... 49
VIII.4.2. Sonda y procedimientos de SonNdaje...........cccevvvevvvviiiieeeereennnnns 51
VIII.4.3. Coleccidn de muestras SanguiN@as............ccuveevvverreenennnnnnnnennnns 53
VIIl.4.4. Determinacion de los parametros bioquimicos.............cccceeee.... 53
VIIL4.5. Citometria de flujo ......ooevvveeiiiee e 56
VIII.4.6 Biomarcadores de estrés oxidativo................ueeeviemimeiiiinnnnnnnnnnnns 64

IX. ANALISIS ESTADISTICO ....ciiiiiiiiciiiieieie et 72
X. RESULTADOS ... 73
X1, DISCUSION ...ttt ettt 82
XII. CONCLUSIONES. ... .o e e e 86
XL PERSPECTIVAS ... 87
XIV.REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......cooviieieiececeeeeeeeee e, 88
XV ANEXO oottt 92

XV.1. Carta de consentimiento informado............ccccccvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiieenen, 92

XV.2. indice Periodontal de RamMfOrd ..........ccccoveevieeeeieeeeeeeee e 96



Anaya Anaya Norma Liliana

INDICE DE CUADROS Y FIGURAS

Cuadro IV.4 1 Enfermedades vinculadas con el estrés oxidativo ................. 17
Cuadro X. 1 Parametros bioquimicos de los adultos mayores sanos y con
enfermedad periodontal.....................coce. 75
Cuadro X. 2 Marcadores de estrés oxidativo en adultos mayores sanos y con
enfermedad PeriodoNntal.................ueuuiiiiiiiiii 76
Cuadro X. 3 Concentracion de interleucinas en adultos mayores sanos y con
enfermedad periodontal. ..............oiiii i 77
Cuadro X. 4 Frecuencia de los marcadores de estrés oxidativo en adultos
mayores sanos y con enfermedad periodontal ............cooevvviiiiiiiieireeeeiiiinnn. 78

Cuadro X. 5 Relacién de la enfermedad periodontal con los marcadores de

estrés oxidativo en adultoS MaYOresS............veiiiieeeiiiiiiicee e 79
Figura IV.4. 1 Estrés oxidativo, homeostasis y enfermedad ......................... 16
Figura IV.7. 1 Clasificacion de los sistemas antioxidantes.................cccc....... 22
Figura IV.8. 1 Reaccion de lipoperoxidacion...........ccccoveeeeeveeviiiiiiieeeeeeeeeeennns 25

Figura IV.9. 1 Relacién espacial entre el infiltrado y la pérdida del hueso

SIS (00 (0] 4 €= | IR 29
Figura X. 1 Comparacion de estrés oxidativo en adultos mayores sanos y con
enfermedad periodontal. ..............cooiiiiiiiii 80
Figura X. 2 Comparacién de estrés oxidativo por grados en adultos mayores

sanos y con enfermedad periodontal. ... 81



Anaya Anaya Norma Liliana

|.  ABREVIATURAS Y ACRONIMOS

ABTS 2,2’azido-di-etilbenzotiazolin sulfonato
ADN Acido desoxirribonucleico

AOX Antioxidantes

BHT Butiril hidroxitolueno

CAT Capacidad antioxidante total

°C Grado Celsius de temperatura

DM Diabetes mellitus

ECNT Enfermedades crénicas no transmisibles
EDTA Etilendiamintetraacetato

ELISA Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas
EOXx Estrés oxidativo

EP Enfermedad periodontal

ERNs Especies reactivas del nitrégeno

EROs Especies reactivas del oxigeno

GAP Brecha antioxidante o capacidad antioxidante residual
GPx Glutation peroxidasa

GSH Glutatiéon reducido

GSSG Glutation disulfuro (forma oxidada)
HbAlc Hemoglobina glicosilada

HDL Lipoproteina de alta densidad

HPLC Cromatografia de liquidos de alto rendimiento
ICos% indice de confianza al 95%

IEP indice de enfermedad periodontal

IL Interleucina

INT p-iodonitrotetrazolio

L Litro

LAC Limite amelo cementario

LDL Lipoproteina de baja densidad

LPO Lipoperoxidos

LPS Lipopolisacaridos

MDA Malondialdehido

mg Miligramo

min Minutos

mL Mililitro

mmol Milimol

NADPH Nicotin adenin dinucleotido fosfato reducido
nm Nandémetro

O2 Oxigeno molecular

PIC Proceso inflamatorio crénico

pPg Picogramos

PMN Polimorfonucleares

RL Radical libre

rpm Revoluciones por minuto



Anaya Anaya Norma Liliana

SINAIS
SOD
SOD/GPx
TBA
TBARS
TEAC
Th

TLR
TMP
TNF
XO
8-OHdG

Sistema nacional de informacion en salud
Superoéxido dismutasa

Razon SOD/GPx

Acido tiobarbittrico

Sustancias reactivas del acido tiobarbiturico
Actividad antioxidante en equivalentes Trolox
Células T cooperadoras

Receptores de tipo toll

Tetrametoxipropano

Factor de necrosis tumoral

Xantina oxidasa
8-hidroxi-2’desoxiguanosina



Anaya Anaya Norma Liliana

.  RESUMEN

ANTECEDENTES: La periodontitis es una infeccidbn que desencadena los
mecanismos de inflamacion, pérdida del ligamento periodontal y del hueso
alveolar que soporta al diente, en este sentido se ha sefialado que el estrés
oxidativo (EOx) y la inflamacién crdénica estan envueltas en la patogénesis de
esta enfermedad. Las altas concentraciones de las especies reactivas del
oxigeno (ERO’s) y una disminucion del sistema antioxidante provocan EOX, lo
cual es perjudicial para el organismo, y puede favorecer la presencia o
complicaciones de varios padecimientos agudos y crénicos. Ademas se ha
observado que el tejido conectivo destruido durante la enfermedad periodontal
(EP) desencadena la liberacion de interleucinas pro-inflamatorias tales como
IL-1, IL-6 y TNF-a.

En este sentido, la determinacion de EOx y las interleucinas pro-inflamatorias
puede ser un marcador biolégico que permita conocer el grado de dafio
asociado con la enfermedad periodontal (EP) en los adultos mayores.

OBJETIVO: Determinar la asociacion del estrés oxidativo y el proceso
inflamatorio crénico con la enfermedad periodontal en adultos mayores.

MATERIAL Y METODO: Se llev6 a cabo un estudio observacional, prolectivo,
transversal y comparativo con una muestra de 75 adultos mayores, de los
cuales 41 eran sanos y 34 con enfermedad periodontal. A todos los
participantes se les determinaron marcadores de estrés oxidativo:
lipoperéxidos (LPO), y capacidad antioxidante total sérica (CAT) por métodos
colorimétricos, asi como la actividad de las enzimas superoxido dismutasa
(SOD) y glutation peroxidasa (GPx) (Randox laboratorios Ltd®), se calcul6 la
razén SOD/GPx y la brecha antioxidante (GAP). Asimismo, se clasificé a los
pacientes con y sin EOx utilizando puntos de corte para cada marcador. La IL-
1, IL-6, IL-10 y el TNF-a fueron determinados mediante citometria de flujo.
(Citbmetro BDFACSAria Il). El estado de salud periodontal de cada sujeto fue
medido utilizando el indice de enfermedad periodontal (PDI). El procedimiento
de examen consistio en la insercién de una sonda periodontal entre el diente
y la encia a una fuerza estandar para medir la profundidad de la bolsa. Los
datos fueron analizados a través de estadistica descriptiva, frecuencias,
porcentajes, valores promedio y desviacion estandar (DE), como prueba de
comparacion se empled t Student y X2 con un nivel de confianza del 95%,
utilizando el paquete estadistico SPSS V.15.0.

RESULTADOS: Los resultados obtenidos mostraron una disminucion
estadisticamente significativa en la actividad antioxidante total en los adultos
mayores que presentaron periodontitis (1.13+0.39 vs. 0.92+0.26 mmol/L), asi
como en la brecha antioxidante (GAP), también se observé un aumento
estadisticamente significativo en la concentracion de IL-1 (6.6+x1.7 vs
51.5+17.6 pg/mL) e IL-6 (0.8+0.16 vs 3.2+0.77 pg/mL). En relacion al EOx los

9
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adultos mayores con enfermedad periodontal mostraron un 10% mas EOx que
los adultos mayores sanos, lo cual es acorde con el aumento de las ERO’s
provocado por el proceso inflamatorio de la enfermedad y la disminucion de la
eficiencia antioxidante.

CONCLUSIONES: Nuestros resultados sugieren que los adultos mayores con
enfermedad periodontal muestran EOx, disminucibn de la actividad
antioxidante total y un aumento de la concentracion de interleucinas pro-
inflamatorias en comparacion con los adultos mayores sanos.

10
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. INTRODUCCION

El envejecimiento es un proceso gradual y adaptativo que se caracteriza por
una disminucion de la respuesta homeostética, debido a las diferentes
modificaciones morfolégicas, fisiolégicas, bioquimicas y psicoldgicas,
generado por los cambios inherentes a la edad y al desgaste acumulado ante
los retos que enfrenta el organismo. Una de las alteraciones bioquimicas que
ha sido relacionada con el envejecimiento es el estrés oxidativo.!

El estrés oxidativo (EOX) es un proceso que se caracteriza por un desequilibrio
bioguimico entre la produccion de radicales libres (RL) con respecto a los
antioxidantes a favor de los primeros, generando un dafio oxidativo a
macromoléculas: carbohidratos, lipidos, proteinas y acidos nucleicos. A su vez
el EOx ha sido asociado con los mecanismos fisiopatolégicos de numerosas
enfermedades crénico degenerativas como es el caso de la periodontitis.®?
La periodontitis es una infeccion crénica bacteriana, que desencadena
mecanismos de inflamacion sistémica mediados por las interacciones parasito-
hospedero donde hay pérdida y destruccion de tejido conectivo y del hueso
alveolar que soportan al diente, ambos eventos se han asociado a la presencia
de EOX, ya que el balance entre los mecanismos pro-oxidantes y la defensa
antioxidante se encuentra a favor de la destruccion del periodonto por el
aumento de las especies reactivas del oxigeno (ERQO’s) y la disminucion de la
actividad antioxidante.34° Se ha propuesto que el EOx es un elemento
importante en la fisiopatogenia del proceso inflamatorio cronico que

caracteriza a la enfermedad periodontal (EP).?
11
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Asimismo, la destruccion del periodonto ocurre mediante la activacion de los
leucocitos polimorfonucleares lo cuales generan ERO’s durante condiciones
inflamatorias, asi como el aumento de la produccion de factores pro-
inflamatorios como IL-1, IL-6 y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a).5’

Sin embargo, hay pocos estudios en este sentido; por lo que es necesario
conocer la asociacion entre el EOx y las interleucinas pro-inflamatorias con la

EP.

12
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IV. MARCO TEORICO
IV.1. Envejecimiento

El envejecimiento humano es un proceso universal y multifactorial
caracterizado por modificaciones a nivel biolégico, psicologico y social,
determinado por factores de tipo genético, ambiental y sociocultural que se
presenta en todos los individuos a diferente ritmo y manera. 8 Es un “proceso
gradual y adaptativo, caracterizado por una disminucion relativa de la repuesta
homeostética, debida a las modificaciones morfolégicas, fisiologicas,
bioquimicas y psicologicas, propiciadas por los cambios inherentes a la edad
y al desgaste acumulado ante los retos que enfrenta el organismo a lo largo
de la historia del individuo en un ambiente determinado”.!

Algunas definiciones de envejecimiento lo describen como un proceso
acumulativo e irreversible con deterioro progresivo de todos los érganos y
tejidos con la subsiguiente disminucién de la actividad fisiolégica del
organismo, hasta hacerlo incapaz de enfrentar las circunstancias y
condiciones de su entorno, propiciando una mayor vulnerabilidad para
enfermedades infecciosas, metabdlicas, autoinmunes, neoplasicas,
respiratorias, articulares y cardiovasculares.®1?® Ademas en la actualidad existe
evidencia significativa de que el envejecimiento implica la generacién de
especies reactivas del oxigeno (ERO’s) y la correspondiente respuesta al

estrés oxidativo como factores clave.!?

13
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IV.2 Envejecimiento y su asociacion con enfermedades crénicas no
transmisibles (ECNT)

Las ECNT mas frecuentes durante la vejez en el mundo son similares, entre
las que se pueden mencionar la hipertension arterial, la diabetes mellitus tipo
2 (DM2), el cancer, la artritis, la osteoporosis, la depresion y demencia.?

El aumento en la prevalencia de la DM2 es una carga significante para la salud
de la poblacion en nuestro pais, sobre todo por las complicaciones que
desencadena la enfermedad.*

En México se registra un aumento de las enfermedades no transmisibles, entre
las que se encuentra la DM2, como consecuencia del envejecimiento de la
poblacion.’® Ademas el Sistema Nacional de Informacién en Salud (SINAIS)
inform6 que en el 2008 la DM2 fue la primera causa de muerte en edad

postproductiva (65 afios y mas).6

IV.3 Enfermedades crénicas no transmisibles (ECNT)

Las ECNT son aquellas que cominmente se adquieren por medio de estilos
de vida inapropiados, aunque siempre hay que considerar que existen factores
genéticos de naturaleza hereditaria que concierne a estas condiciones. La
diferencia entre una condicion crénica y una infecto-contagiosa se fundamenta
sobre el hecho de que las enfermedades crénicas no son transmitidas
mediante el contacto personal.®

Las ECNT afectan practicamente a cualquier organo o tejido del cuerpo
humano, sin embargo, algunos de ellos destacan por su alta frecuencia y por

14
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los graves dafios que producen a quienes lo padecen; entre ellos se
encuentran la obesidad, la enfermedad cardiovascular y cerebrovascular,
hipertension arterial y diabetes mellitus; cancer pulmonar, cancer cérvico
uterino, cancer de mama y cancer de proéstata, insuficiencia renal, trastornos
oculares como el glaucoma o pérdida de la vision, asi como los problemas
articulares y de los tejidos blandos; depresion, demencias, caries y
enfermedad periodontal-’

El envejecimiento cursa con un proceso inflamatorio cronico aumentando la

vulnerabilidad para la presencia de las ECNT.18

IV.4. Estrés oxidativo, envejecimiento y enfermedad

El estrés oxidativo (EOX) es un proceso que se caracteriza por un desequilibrio
bioquimico entre la produccién de radicales libres (RL) con respecto a los
antioxidantes a favor de los radicales libres, generando un dafio oxidativo a
macromoléculas (carbohidratos, lipidos, proteinas y acidos nucleicos), a su
vez el EOx ha sido asociado con los mecanismos fisiopatolégicos de
numerosas ECNT. 1°20Por lo que el equilibrio entre la produccién de las ERO’s

y las defensas antioxidantes determina el grado de EOx. 1!

Sin embargo, el EOx severo puede ocasionar muerte celular y la oxidacion
moderada puede desencadenar la apoptosis y si es muy intensa puede

provocar necrosis.?!

15
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Es importante sefialar que hay un aumento de la produccién de los RL durante
el envejecimiento, por lo que en esta etapa de la vida, el EOx se observa como
una condicién normal desde el punto de vista estadistico, aunque no deseable
desde el punto vista biologico, debido a que los RL provocan dafio oxidativo a
macromoléculas y esto favorece la presencia o complicaciones de varios
padecimientos agudos y cronicos, entre los cuales se encuentran los procesos

inflamatorios, DM2, ateroesclerosis, EP y caries entre otros.*

Fuentes endogenas Defensas Fuentes exogenas
Mitocondria Antioxidantes Luz UV
Peroxisomas SOD, GPx, CAT Radiaciones
NADPH oxidasa Vitaminas Ambiente
oNOO RO
Menos H-O, @ NO, Mas
(0 NO
OH

Defecto en la funcién Defecto en la funcién

Homeostasis

fisiolégica ~ = fisioldgica
! * R
Defecto en el Metabolismo y
sistema Crecimiento Envejecimiento || Enfermedad
de defensa normal

Figura IV.4. 1 Estrés oxidativo, homeostasis y enfermedad (Tomado de
Finkel y Holbrook, 2000)

16



Anaya Anaya Norma Liliana

La produccion de ERO’s es inevitable en los organismos aerdbicos incluyendo
los humanos, los cuales necesariamente poseen un complejo sistema de
defensa antioxidante, si la homeostasis es interrumpida en favor de las ERO’s
se crea una situacion de EOx.??

Cuadro V.4 1 Enfermedades vinculadas con el estrés oxidativo

l. Cardiovascular

Il. Neurologico

Il. Infecciosos

V. Céancer

V. Isquemia-reperfusion
VI. Respiratorio

VIL. Endocrino

VIIL. Renal

IX. Hepatico

X. Huesos y articulaciones
XI. Ojos

XII. Pancreas

XIIl. Bucodental

XIV. Piel

Tomado de: Sanchez-Rodriguez MA, 2004

IV.5. Radicales libres en el envejecimiento

Harman en 1956 propuso la teoria de los radicales libres (RL) en donde explica
que el envejecimiento estd asociado a la pérdida de capacidad funcional
debido a la acumulacién del dafio molecular oxidativo generado por reacciones
de RL a partir de este planteamiento se desperté un gran interés por estudiar
el proceso de envejecimiento y el papel de los RL asociado a este fenémeno.??
Un RL es un atomo o molécula que contiene un electrén desapareado, por lo

cual es una especie altamente inestable y reactiva, por lo que precisa de

17
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obtener el atomo que le falta de las moléculas vecinas y dependiendo de dénde
y cuanto se genere, puede estabilizarse tomando el electrén que requiere de
las biomoléculas cercanas a €l, y si esto ocurre, se puede dafar la fisiologia
de las células al oxidar ya sea a los lipidos de la membrana, carbohidratos,
proteinas y al ADN, esta oxidacion es el origen de la mayoria de los trastornos

organicos degenerativos,?20:2324,25.26

La fuente mas comun de RL en los sistemas biolégicos es el oxigeno molecular
(O2), este es fundamental para el metabolismo celular y la produccién de
energia ademas de ser mas susceptible a ser transformado, su reduccion
involucra cuatro electrones y genera tres especies reactivas de oxigeno
(ERQ’s): anion superoxido (O2"), peroxido de hidrogeno (H202) y radical
hidroxilo (OH"). ?2Las ERO’s han surgido como una importante molécula de
sefalizacion en varios procesos celulares. Estas moléculas se originan del
oxigeno molecular, y principalmente causan dafio a células si no son
neutralizados por los antioxidantes (AOx)?’

Otras fuentes de RL son los peroxisomas los cuales generan H202 y los
leucocitos polimorfonucleares.?®

El H202 no es un radical libre, pero pertenece a las ERO’s ya que es un
compuesto intermediario importante en la bioquimica de los RL, debido a que
se descompone facilmente en presencia de metales de transicion, para
producir el radical hidroxilo OH", el cual es el mas reactivo y dafiino de los RL

del oxigeno.1?°
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Estas moléculas, en particular el radical hidroxilo (OH") ataca la base de los
acidos nucleicos, al aminoacido en la cadena de proteinas y el doble enlace
de los acidos grasos insaturados, lo cual compromete de manera rapida la

integridad y funcién de la célula.®°

Los RL continuamente son elaborados como producto del metabolismo normal
de cada célula por lo que al elevarse o disminuir las concentraciones de las
ERO’s puede acarrear importantes alteraciones funcionales, ademas cuando
un RL oxida a una biomolécula, este pierde su funcion especifica en la célula.?®
Numerosos estudios han demostrado que las ERO’s participan activamente en
las diversas gamas de procesos biolégicos, incluyendo células de crecimiento,

el envejecimiento de la célula y apoptosis.3!

IV.6. Produccién de oxidantes

Los oxidantes son generados como resultado del metabolismo intracelular
normal en la mitocondria y en los peroxisomas, asi como también de una
variedad de sistema de enzimas citosélicas.!* La mayor produccion del radical
superoxido (Oz2") mitocondrial ocurre en dos puntos discretos de la cadena de
transporte de electrones (cadena respiratoria), en el llamado complejo | (NADH
deshidrogenasa) y en el complejo Il (ubiquinona-citocromo ¢ reductasa)!?13,
Bajo condiciones normales, el complejo Il es el principal sitio de produccién
de ERO’s. Los electrones del complejo | y Il son transferidos a la coenzima Q

o también llamada ubiquinona (Q), produciéndose la reduccién de la coenzima
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(QH2) que posteriormente se somete a dos reducciones consecutivas de un
electron, en el ciclo Q, usando formas oxidadas y reducidas del citocromo by
c, se forma un intermediario inestable de la coenzima Q (Q*) y conduce a la
formacion de O2" por la transferencia de electrones directamente del oxigeno

molecular.1!

Los leucocitos polimorfonucleares (PMN) y macrofagos (y en menor cantidad
eosindfilos, linfocitos y fibroblastos) son ejemplos de células que producen O2"
como agente antimicrobiano, ya que se encargan de la eliminacién de las
bacterias y otros patdgenos que invaden el organismo. Esta eliminacion se
lleva a cabo a través de la fagocitosis en donde se generan RL de manera
premeditadamente. La muerte de las bacterias ocurre debido a la produccién
de ERO’s, los fagocitos se caracterizan por tener una gran capacidad de
generar el radical O2".%23334 Ademas las ERO’s tienen una vida media
extremadamente corta, pero pueden causar dafio al tejido mediante la

iniciacion de las reacciones en cadena de los RL.3°

Por lo que las fuentes enddgenas principales de formacion de RL y ERO’s son:
e Subproductos de las rutas metabdlicas, fuga de electrones mitocondrial

de los sistemas de transporte de electrones formando O2".
* Generacion por las células de defensa del huésped (fagocitos) y las

células de los tejidos conectivos (osteoclastos y fibroblastos).36
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IV.7. Antioxidantes

El cuerpo consta de un nimero de mecanismos antioxidantes protectores,
cuyo papel especifico es eliminar el dafio de los oxidantes una vez formados
o reparar el dafio causado por las ERO’s.3’

Los antioxidantes se definen como aquellas sustancias que estan presentes
en concentraciones bajas, en comparacion con las de un sustrato oxidable,
por lo que significativamente retrasan o inhiben la oxidacion de dicho

sustrato.26

En la fisiologia normal existe un equilibrio dinamico entre la actividad de las
ERO’s y la capacidad del sistema de defensa antioxidante y cuando este
equilibrio se desplaza en favor de ERO’s; ya sea por una disminucién de las
defensas antioxidantes o un aumento de la produccion de ERO’s, da como
resultado EOx.%% En este sentido el sistema de defensa tanto enzimatico como
no enzimatico, incluyendo superéxido dismutasa (SOD), y glutatién peroxidasa
(GPx), contrarrestan y regulan los niveles de ERO’s para mantener la

homeostasis.!!

Los sistemas de defensa antioxidantes del cuerpo humano son complejos ya

gue operan a diferentes niveles y de acuerdo a estas caracteristicas se le ha

clasificado como primarios, secundarios y terciarios.
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e Antioxidantes primarios: son aquellos que previenen la formacién de
radicales libres, estos son: superoxido dismutasa (SOD), glutation
peroxidasa (GPx), catalasa, albumina y proteinas atrapadoras de
metales.

e Antioxidantes secundarios: estos capturan los RL, evitando las
reacciones en cadena o interrumpiendo la propagacion de estos, entre
los cuales se encuentran: vitaminas C y E, acido urico, estrogenos,
melatonina, 3-carotenos y bilirrubina.

e Antioxidantes terciarios: estos reparan las biomoléculas dafadas,
dentro de los cuales se encuentran: enzimas reparadoras tanto de

lipidos, proteinas y de ADN.!

Sistemas Antioxidantes

T I

Dy arioe . oy . .

Primarios Secundarios 'erciarios
Previene formacion Capturan radicales libres Reparan
de radicales libres | biomoléculas

Enzimas
reparadoras

LS 5L

-
Estrogenos

Figura IV.7. 1 Clasificacion de los sistemas antioxidantes (Tomado del
Sanchez-Rodriguez y Mendoza Nuafiez 2003)

Proteinas
atrapadoras
e metales
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IV.8. Biomarcadores de estrés oxidativo

Un marcador es un atomo o molécula fijada a un ligando o a una proteina
capaz de generar una sefial para monitorizar la reaccion de union. Por lo que
debido al dinamismo y complejidad del proceso en el que se encuentran
involucrados los biomarcadores de oxidacion y los antioxidantes, se debe
evaluar de manera simultanea varios marcadores para obtener una mejor
aproximacion en la determinacién del EOx.2
Las principales fuentes de biomarcadores de la actividad de las ERO’s son:

e Peroxidacion de lipidos

e Productos de hidroxilacion de proteinas como los aminoacidos

oxidados
e Dafio al ADN

e Dafio a carbohidratos. 236

Peroxidacion lipidica (LPO)

Los lipidos, son las biomoléculas mas susceptibles a ser atacadas por los
radicales libres (RL). La peroxidacion lipidica se inicia por el ataque de un acido
graso, especificamente los poli-insaturados que son facilmente oxidables por
lo que cuanto mayor es el numero de dobles enlaces en una cadena lateral de
acido graso, mas facil es la eliminacion de un atomo de hidrégeno, que es la
razon por la cual los acidos grasos poli-insaturados son particularmente

susceptibles a la peroxidacién.383°
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Las membranas celulares son ricas en acidos grasos poli-insaturados lo que
las hace muy accesibles y susceptibles al ataque oxidativo, este proceso dafia
de forma directa la estructura de la membrana celular y también de manera
indirecta por la formacién de aldehidos reactivos.?38

La activacion de los leucocitos provoca la liberacion de ERQO’s, que conlleva al
desencadenamiento de la peroxidacion lipidica, mecanismo por el cual se
desarrollan los cambios morfofuncionales en el periodonto lo cual resulta en la

destruccion del colageno y reabsorcion 6sea.?®

El procedimiento frecuentemente utilizado en los tejidos y fluidos humanos es
la medicion del malondialdehido (MDA) acoplado a acido tiobarbittrico (TBA).
Las sustancias de reaccion del acido tiobarbitarico (TBARS) comprenden uno
de los marcadores mas tempranos en el uso de estudios humanos y
animales.?” El ensayo de TBARS es un simple ensayo espectrofotométrico que
mide un cromégeno que es producido por la reaccion del acido tiobarbittrico
(TBA) con malondialdehido (MDA), que es un producto final de la peroxidacion
lipidica. El ensayo espectrofotométrico de TBARS es extremadamente facil y
sencillo de utilizar, pero no es especifico, ya que otros sustratos pueden

reaccionar con el 4cido tiobarbitarico.4°
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Figura IV.8. 1 Reaccién de lipoperoxidacion

Dafio a proteinas

El ataque llevado a cabo por los RL a las proteinas es un proceso irreversible,
el cual puede aumentar el enrollamiento errbneo de las estructuras
secundarias o la pérdida de la formaciéon de la estructura ya sea terciaria o
cuaternaria, debido a que todos los residuos de aminoacidos son susceptibles
del ataque por el radical hidroxilo (OH"), generandose una oxidacién y se
forman entonces las proteinas carboniladas. Estos compuestos son muy

labiles, por lo que se dificulta su medicion.3®
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Dafio al ADN

El ADN es una de las biomoléculas altamente susceptibles al dafio ocasionado
por los RL, lo que da lugar a la oxidacion de sus bases y del anillo del aztucar
ribosa, lo cual lleva a la pérdida de la base y roturas de la cadena.?!

El dafio oxidativo al ADN se puede medir mediante la presencia de los
productos de oxidacién de la guanosina: 8-hidroxiguanosina (80OHG) y su
nucledtido 8-hidroxi-2-desoxiguanosina (80OHdG) por técnicas de HPLC,

ELISA o por medio de la electroforesis unicelular alcalina o ensayo cometa.3®

Enzimas antioxidantes

Por otra parte, también se han propuesto como biomarcadores de EOx al
sistema antioxidante a través de la medicion de las siguientes enzimas: SOD,
GPx y catalasa, ademas de la capacidad sérica antioxidante total (CAT) y de

la brecha antioxidante (GAP).38

Para la medicién de los antioxidantes extracelulares se realiza a través de la
capacidad sérica antioxidante total (CAT), en la cual se considera la accién
acumulativa de todos los antioxidantes presentes tanto en el plasma asi como
en los fluidos corporales y depende de la capacidad y cantidad de albuminay
de &cido Urico.3841

Las técnicas que se han desarrollado para medir la capacidad antioxidante
total (CAT) de las muestras biologicas, valoran la capacidad de los

compuestos antioxidantes (donantes de un hidrégeno o un electrén) presentes
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en él o en la célula, para reducir las especies oxidantes introducidas en el

sistema de ensayo.40

Por otra parte, para la valoracion de los mecanismos antioxidantes
intracelulares se utiliza frecuentemente el seguimiento de la actividad de las
enzimas antioxidantes: SOD, GPx y catalasa, empleando diversos sustratos.4°
Para la SOD se emplea frecuentemente un método indirecto, en donde se
genera O2" con la enzima xantina oxidasa (XO) a partir de xantina (sustrato),
y la SOD compite por un colorante indicador por el O2".38

Por otro lado la GPx cataliza la reaccién a través de la cual el glutation reducido
(GSH) reacciona con los peréxidos para transformarlos en agua y alcohol.
Durante este proceso el glutation es oxidado (GSSG), para posteriormente ser
regresado a su estado original, por la enzima glutation reductasa.*?

Con respecto a la actividad de CAT, se utiliza la reaccion de descomposicion
del peroxido de hidrégeno (H2032), por disminucion de la absorbancia a 240

nm.38

Cuando el sistema de defensa antioxidante no es suficiente y hay dafo a
macromoléculas se inicia un complejo sistema de reparacion, lo que puede
limitar y reparar parcialmente el dafio o enviar la macromolécula a destruccion
y de ser muy abundante el dafio, someter la célula a apoptosis; tratando de
evitar un dafio grave al 6rgano o al organismo, por lo que todos estos

mecanismos y respuestas condicionan el EOx.*
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IV.9. Enfermedad periodontal

La enfermedad periodontal (EP) es uno de los trastornos cronicos mas
comunes, la cual es de origen infeccioso y con una alta prevalencia.?*

La periodontitis es una infeccion crénica bacteriana, que desencadena los
mecanismos de inflamacion, pérdida de ligamento periodontal y del hueso
alveolar que soporta al diente. 43 La placa dental microbiana es el iniciador
de la EP, la forma que toma la enfermedad y como progresa depende de las

defensas del huésped hacia este desafio. 44

Para que aparezca esta infeccion, es necesario que intervengan una serie de
bacterias, las cuales se acumulan y generan factores de virulencia, a través
de los cuales causa dafio a los tejidos. La EP es causada por microorganismos
gue se asocian y colonizan la superficie dentaria o el interior del surco

periodontal .

Por lo que los componentes bacterianos, como lipopolisacéaridos (LPS),
peptidoglicanos, proteasas y toxinas que desencadenan la reaccion
inflamatoria se pueden localizar en la biopelicula sobre la superficie del
diente.*®> Los antigenos y productos, como lo son los LPS y peptidoglicanos,
son liberados por las bacterias y ademas reconocidos por los receptores de
tipo toll (TLR) en la superficie de las células huésped, como consecuencia se

desencadena la respuesta inflamatoria.*
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Figura IV.9. 1 Relacion espacial entre el infiltrado y la pérdida del hueso
periodontal. En la periodontitis, las bacterias se adhieren a la superficie del diente e
invaden al epitelio adyacente y el tejido conectivo. En el panel de la izquierda se
observa como el infiltrado inflamatorio es menor y esta alejado del tejido 6seo. En el
panel de la derecha el infiltrado inflamatorio se mueve mas cerca del hueso y los
osteoclastos son inducidos. (Tomado de Graves DT 2011)*®

La mayoria del tejido conectivo destruido durante la enfermedad periodontal
es resultado de la interaccion de la bacteria y sus productos con las células
fagociticas mononucleares y fibroblastos, desencadenando la activacion de la
secrecion de las citocinas pro-inflamatorias IL-18, TNF-a y la IL-6. La secrecion
excesiva del TNF-a y también de la IL-1 media la destruccion del tejido

conectivo y del hueso alveolar evidente en la EP.49:50. 51

En la actualidad, la periodontitis, en su fase destructiva, se considera que se
inicia y perpetda por un pequefio grupo de bacterias predominantemente Gram
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negativas, que se encargan de colonizar el area subgingival. Las bacterias
causan la destruccion del tejido directamente por productos toxicos e
indirectamente mediante la activacion de los sistemas de defensa del huésped,
es decir, la inflamacién, ademas aparecen una variedad de especies

moleculares en el tejido inflamado, entre ellos los RL y las EROs.>?

IV.10. Proceso inflamatorio cronico (PIC)

La inflamacion es una respuesta del organismo ante la exposicion a agentes
infecciosos, estimulos antigénicos o lesiones fisicas que involucra a los
sistemas nervioso, vascular e inmunologico, si el proceso es ineficiente, se
transforma en un proceso fisiopatoldgico que favorece el incremento de RL y
consecuentemente EOx.2° Ademas se presentan cambios en la permeabilidad
y dilatacién vascular, con infiltracion frecuente de los leucocitos en los tejidos
afectados.5® Estos cambios producen eritema, edema, calor, dolor y pérdida
de la funcion.53

Este es un mecanismo fisiolégico por el cual el cuerpo busca reestablecer la

homeostasis pérdida durante la agresion.>*

La inflamacion puede ser aguda o cronica, la aguda es de duracion corta
(minutos o un par de dias), y se caracteriza por la infiltracion de fluidos y
exudado proteico plasmatico, produce edema y migracion de leucocitos,

principalmente neutréfilos durante las primeras 24 horas, seguido por
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monocitos. La inflamacion de tipo cronico es menos uniforme y de duracion
mas larga (dias a afios), se caracteriza por la presencia de linfocitos y
macréfagos.t229, Los neutréfilos no se encuentran en los tejidos sanos, pero
son los primeros elementos celulares en llegar en el proceso inflamatorio y su
funcién es destruir cualquier microorganismo patoégeno, esto lo llevan a cabo

mediante la produccion de ERQO’s.>

En el proceso inflamatorio crénico (PIC), el cuerpo humano esta equipado con
una serie de mecanismos gque son capaces de neutralizar el efecto negativo
de los agentes estresantes, se encuentran los mecanismos a nivel molecular,
celular, sistémico y a nivel del organismo.>® No obstante en una reaccion
inflamatoria crénica se encuentran una gran cantidad de macréfagos activados
que liberan ERO’s e intermediarios del nitrégeno, los cuales causan la mayor
parte de dafio a los tejidos circundantes.>®

Asimismo, la inflamacién crénica es caracterizada por la infiltracion de varias
células inflamatorias: macréfagos, linfocitos y células plasméaticas debido a la
estimulacién sostenida por EROs, implicando a estos como los participantes
importantes en las reacciones de inflamacion.>’

Cabe mencionar que la activacion de macréfagos y su acumulacion
constituyen la base de la inflamacién crénica.®¢ En respuesta al reconocimiento
del microorganismo, los macréfagos producen citocinas como IL-13, TNF-a o

IL-6, estas citocinas proinflamatorias modifican la funcion del endotelio,
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ademas de que actian a nivel local y promueven la coagulacion y el

incremento de la permeabilidad vascular.>?

Las enfermedades periodontales pueden inducir un alto estado inflamatorio
cronico sistémico, que se ve reflejado en el incremento de los niveles séricos
de la proteina C reactiva, IL-6 y fibrin6geno. La inflamacion es un factor critico

en esta asociacion y su importancia apenas se esta dando a conocer.**

IV.11. Enfermedad periodontal y estrés oxidativo

La periodontitis se manifiesta por si misma como un fenémeno multifactorial,
gue estd asociado con la activacion de los leucocitos polimorfonucleares
(PMN), que a su vez pueden generar ERO’s durante condiciones
inflamatorias.®

El EOx ha sido ligado con la destruccion del tejido periodontal, y se ha
encontrado evidencia de que la periodontitis es una fuente potencial de un
grado bajo de inflamacién y que esta asociado con un estado sistémico de
EOx y con una reduccién de la capacidad antioxidante.?’

Es importante sefalar que el estrés es un factor clave en el desarrollo de
problemas dentales, principalmente por la disminucién significativa en la
respuesta inmune que afecta a los leucocitos. Por ejemplo, por el efecto del
estrés disminuye considerablemente la respuesta a la eliminacion de

bacterias, provocando un mayor desarrollo de gingivitis, periodontitis y
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desgaste dental en el individuo estresado, con un aumento en sangrado e
inflamacién, comparado con individuos sin estrés.>

El desequilibrio que se presenta entre las ERO’s y los antioxidantes ha sido
implicado como uno de los factores clave para desarrollar la enfermedad

periodontal.>

Existe evidencia que los individuos que cursan con periodontitis tienen un
mayor riesgo de desarrollar otras enfermedades inflamatorias crénicas como
enfermedad cardiovascular y diabetes. También se ha indicado que un exceso
de las ERQO’s y una disminucién de los antioxidantes, son los responsables de
la activacion local cronica de la inflamacion periodontal y la destruccion del

tejido.?’

En este sentido, Krél en 2004, reporto la aparicién de una alta concentracion
de ERO’s y una disminucién del sistema antioxidante, lo que provoca EOx en
el tejido periodontal, ademas de que puede acelerar la formacién de lesiones
en el mismo tejido.%8

Se han realizado diversos estudios en los cuales se ha determinado la

presencia del EOx en la periodontitis, mediante diversos marcadores.?!
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IV.12. Interleucinas

La comunicacion entre células inmunes y las células inflamatorias es mediada
en su mayoria por proteinas llamadas interleucinas, que promueven el
crecimiento, diferenciacion y activacion celular. Estas moléculas efectoras son
producidas transitoriamente y controlan localmente la amplitud y duracion de
la respuesta.

Ante los cambios vasculares las células endoteliales expresan moléculas de
adhesion, por lo que los neutréfilos se les unen y emigran desde la sangre
hacia el sitio de reaccion, una vez unidos y activados por los mediadores
locales e incluso por el patégeno en caso de infeccién, liberan agentes
guimiotacticos que atraen a los macrofagos, los cuales incrementan la
fagocitosis y la liberacion de mediadores y citocinas, entre las que se
encuentran la interleucina IL-1 y IL-6 y el TNF-a.

Las citocinas son los reguladores de la respuesta del huésped a la infeccién,
asi como de la respuesta inmune, inflamacion y trauma, son producidas por
diferentes tipos celulares durante la activacion de la inmunidad innata asi como
de la inmunidad adquirida, son el principal medio de comunicacion intracelular
ante una invasion microbiana, sirven para iniciar la respuesta inflamatoria, y
para definir la magnitud y naturaleza de la respuesta inmune especifica.*>5°
Algunas citocinas claramente promueven la inflamacion y son llamadas
citocinas pro-inflamatorias, mientras que otras citocinas suprimen la actividad

de pro-inflamacién y son llamadas citocinas anti-inflamatorias. 4°
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Las citocinas mas importantes a nivel inflamatorio en el periodonto y

endodonto son las pro-inflamatorias.>*

IV.12.1 Interleucina 1 (IL-1)

Se presenta en dos formas, la IL-1a y la IL-13, poseen una actividad bioldgica
semejante y la forma preferentemente secretada por el sistema nervioso
central es la IL-1B.20%° Su actividad mas importante es la estimulacion de la
proliferacién de los linfocitos T.6°

Las principales células que la producen son los macréfagos, las células
endoteliales, los linfocitos B y T entre otras. Ha sido reconocida como el
mediador enddgeno de la fiebre y de la anorexia, asi como un estimulador de
la sintesis de proteinas de fase aguda.®!

El estimulo mas comun para la secreciéon de IL-1 son las endotoxinas de los
lipopolisacaridos.>*

Hay varias lineas de evidencia que implican a la IL-1 en la patogénesis de la
EP, ya que los niveles de esta interleucina se encuentran elevados en los sitios

con enfermedad periodontal.®?

IV.12.2 Interleucina 6 (IL-6)

Es una citocina inducida por estrés que actia como mediador de la respuesta
inflamatoria. Es sintetizada por células T (th2), células cebadas, monocitos,
macrofagos, fibroblastos, células epiteliales, queratinocitos y muchas lineas de

células tumorales, interviene en la induccién de proteinas de fase aguda en

35



Anaya Anaya Norma Liliana

las células del higado, en respuesta a procesos inflamatorios. 2° Esta citocina
ha demostrado tener niveles elevados en numerosos estudios, por lo que es
un estimulador muy importante de la produccién de proteinas de fase aguda,
gue muestra un incremento de riesgo para la DM. Sin embargo, en adicion con
la IL-6 y otras citocinas como lo es IL-B o el TNF-a, son mediadores centrales

de las reacciones de inflamacion.%3

Las endotoxinas son buenos inductores de la sintesis de esta interleucina, y
es por ello que se encuentra elevada en el suero de pacientes con

infecciones.®?

IV.12.3 Interleucina-10 (IL-10)

Es una citocina con actividad anti-inflamatoria, sobre linfocitos T, monocitos y
macrofagos, regulando la sobreproduccién de citocina inflamatorias como el
TNF-a e interferon gamma. Esta citocina inhibe potencialmente la produccion
de la IL-1a, IL-1B, IL-6 entre otras, mediante la activacion de los monocitos,
macrofagos. Los efectos inhibitorios de la IL-10 sobre la produccion de la IL-1
y el TNF-a, son cruciales para las actividades anti-inflamatorias, porque estas
citocinas a menudo tienen actividad sinérgica sobre las diferentes rutas y
procesos de inflamacién y amplifican esta respuesta mediante la induccion

secundaria de mediadores como lo son las citocinas y prostaglandinas.®
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A esta citocina se le atribuye un rol importante en la evolucion de la
enfermedad periodontal y dentro de las funciones de esta citocina se

encuentra la capacidad de inhibir la funcién de los macréfagos.>*

IV.12.4. Factor de necrosis tumoral alfa (TNFa).

Es una citocina pleiotrépica que tiene diversas funciones, desde la migracion
de la célula hasta la destruccién del tejido.%®

Es producida usualmente por los macréfagos en procesos malignos y en
estados de inflamacion cronica, entre sus efectos biolégicos incluyen anorexia,
disminucién de peso corporal y reduccion del tejido adiposo. Interfiere en la via
de sefalizacion de la insulina y este efecto se asocia con la resistencia a la
insulina que se presenta en la obesidad. Su sobreproducciéon estimula la
sintesis de otras citocinas proinflamatorias y, niveles altos de ésta interleucina,
son marcadores clave en muchas enfermedades inflamatorias. 2°-6¢

La mayor parte del dafio que ocurre durante la enfermedad periodontal se le
atribuye a TNF-ayalalL-1.°

La IL-1B, IL-6 y e TNF-a son producidas localmente en el tejido gingival
inflamado, pueden entrar a circulacién y tener un impacto sistémico.®®

En este sentido hay pocos estudios, por tal motivo es necesario conocer la
asociacion del EOx e interleucinas pro-inflamatorias con la EP, con el fin de

tener elementos para responder oportunamente a esta condicién.
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V. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Al igual que la poblacion en el resto del mundo, la de México experimenta un
proceso de envejecimiento. El crecimiento de la poblacion adulta mayor y el
aumento de las ECNT y sus complicaciones en nuestro pais, representa una
carga social y econémica.3®

La organizacion mundial de la salud (OMS) ha informado que el nimero de
adultos mayores se duplicara entre el .2000 y 2050, pasando de 11 al 22%. La
cantidad de personas de 80 o mas afios de edad se incrementara casi cuatro
veces hasta alcanzar los 395 millones.” Con respecto a México, de acuerdo
a las proyecciones del Consejo Nacional de Poblacién (CONAPO), para el
2030 el porcentaje de adultos mayores serd de 20.4 millones, lo que
representara 14.8%.%°

Aunque no se reconoce la importancia de los problemas de salud
bucodentales durante la vejez. Estos son muy frecuentes y entre ellos se
encuentra la periodontitis. La EP es un modelo de enfermedad cronica
inflamatoria que da lugar a dafio y pérdida del tejido conectivo y del hueso
alveolar que soporta al diente; esto influye tanto en el estado general de la
salud, como en la calidad del envejecimiento. En la actualidad alrededor del
85% de los adultos tiene gingivitis, el 30% padece periodontitis y el 15% cursa

con periodontitis severa.®3°
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Es importante reconocer que los individuos que padecen periodontitis tienen
un mayor riesgo de desarrollar otras enfermedades inflamatorias crénico

sistémicas.1’

A su vez el EOx ha sido asociado con los mecanismos fisiopatologicos de
numerosas ECNT como es el caso de la EP, ya que, durante el curso de esta,
el balance entre los mecanismos pro-oxidantes y la defensa antioxidante se
encuentran a favor de la destruccién del periodonto por el incremento de las
especies reactivas del oxigeno y la disminucion de la actividad
antioxidante.101217.27 y el aumento de la produccién de los factores pro-

inflamatorios como lo son la IL-1, IL-6 y TNF-alfa.

Sin embargo, hay pocos estudios en este sentido, por lo tanto, es necesario
conocer la asociacion del EOx y las interleucinas pro-inflamatorias con la EP
con el fin de tener elementos para responder a tiempo a esta condicion.

De todo lo anterior, se planted la siguiente pregunta de investigacion:

¢, Cudl ser& larelacién del estrés oxidativo y el proceso inflamatorio crénico con

la enfermedad periodontal en adultos mayores?
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VI. HIPOTESIS
De acuerdo con la informacion tedrica encontrada respecto al estrés oxidativo
y Su asociacion con patologias que cursan con inflamacién cronica como la
periodontitis, suponemos que los adultos mayores con enfermedad periodontal
mostraran un aumento significativo en el nivel de estrés oxidativo e

interleucinas pro-inflamatorias en comparaciéon con los adultos mayores sanos.
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VIl.  OBJETIVOS

VII.1. Objetivo general

e Determinar la asociacion del estrés oxidativo y el proceso inflamatorio

cronico con la enfermedad periodontal en adultos mayores.

VII.2. Objetivos especificos

e Determinar los niveles séricos de IL1, IL6, IL 10 y FNT-a, en adultos

mayores con EP.

e FEvaluar los marcadores de EOx: LPO, actividad de enzimas
antioxidantes SOD, GPx, CAT, razon SOD/GPx y (GAP) en adultos

mayores con EP.
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VII.  MATERIAL Y METODO

VIII.1. Tipo de estudio

Se llevo a cabo un estudio observacional, prolectivo, transversal; comparativo.

VIII.2. Universo de estudio
El estudio se realizd en una poblacion de 75 adultos mayores de los cuales 41
son sanos y 34 con enfermedad periodontal, tomando en cuenta los siguientes

criterios:

VIIl.2.1. Criterios de inclusién

Adultos mayores de 60 a 74 afios de edad que acepten participar en
el estudio

= Pacientes que no realicen ejercicio fisico

» Adultos mayores que hayan firmado el consentimiento informado

=  Sexo indistinto

VIII.2.2. Criterios de exclusion
» Pacientes con procesos malignos
» Pacientes que no deseen participar en la investigacion

» Pacientes que presenten cualquier tipo de enfermedad fisica o0 mental
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VIIl.2.3. Consideraciones éticas

Los individuos que aceptaron participar en este estudio firmaron una carta de

consentimiento informado (anexo).

VIII.3. Variables
VIIl.3.1. Clasificacion de variables

Independiente:
e Enfermedad Periodontal
e FEdad

e Sexo

Dependiente:
e Proceso inflamatorio crénico (PIC)

o Medido a través de los siguientes marcadores

= |L-1

= |L-6

= |L-10
* TNF-a
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o Medido a través de los siguientes marcadores

Lipoperoxidos
GPx
SOD
CAT
GAP

Relacién SOD/GPx
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Grupo de Consentimiento Levantamiento de
estudio informado indices
periodontales
Con enfermedad Sin enfermedad
periodontal periodontal
( )
Toma de
muestra
. \" J
4 N
Pruebas
bioquimicas
\, J
\4
Quimica _ Biomarcadores
sanguinea Interleucinas de estrés
pro- oxidativo

inflamatorias

¥ ! |

e Glucosa f
e Perfil lipidico . :té e Peroxidacion lipidica
e Perfil renal ° . e SOD
e Hemoglobina e 110 e GPx
glicosilada e TNFa e  Antioxidantes totales

Figura VI1I1.3 Esquema general de estudio
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VIIL.3.2. Operacionalizacion de variables

¢ Independientes: Enfermedad periodontal, edad y sexo.

Variable Definicion Nivel de Categorias
medicion
Enfermedad Infeccidn crénica bacteriana, Cualitativa Leve(0-0.99)
periodontal gue desencadena los ordinal Moderada(1.0-
mecanismos de inflamacion, 1.99)
pérdida de ligamento Severa(>2.0)
periodontal y del hueso alveolar
gue soporta al diente
Edad Tiempo cronoldégico transcurrido | Cuantitativa | Afios cumplidos
desde el nacimiento hasta la | discreta
captacion del individuo en
estudio
Sexo Caracteristicas fenotipicas que | Cualitativa Hombre
distinguen al individuo. nominal Mujer
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e Dependientes: Biomarcadores de estrés oxidativo e interleucinas pro-
inflamatorias

IL-1 Interleucina mediadora | Cuantitativa
endogena de la fiebre y de la | continua pg/mL
anorexia, fase aguda
IL-6 interleucina inducida por | Cuantitativa | pg/mL
estrés que actia como | continua
mediador de la respuesta
inflamatoria
IL-10 Interleucina con actividad | Cuantitativa | pg/mL
inmunosupresora y anti- | continua
inflamatoria, sobre linfocitos
T, monocitos y macréfagos.
TNF-a Marcador clave en la | Cuantitativa | pg/mL
reaccion de fase aguda. continua
Estrés Desequilibrio bioquimico Cualitativa Presente/ausente
oxidativo entre la produccion de nominal/ Sin EOx
radicales libres (RL) con ordinal EOx leve
respecto a los antioxidantes EOx moderado
a favor de los radicales EOx severo
libres
Lipoperoxidos Concentracion de Cuantitativa | umol/L
lipoperoxidos plasméticos | continua =0.340 pmol/L
Cualitativa <0.340 umol/L
nominal
GPx Actividad que posee la Cuantitativa | U/L
enzima para convertir continua < 5500 U/L
oxidantes en moléculas Cualitativa >5500 U/L
menos dafiinas. nominal
SOD Actividad que posee la Cuantitativa | U/L
enzima en la conversion de | continua <170 U/L
superoxidos a moléculas Cualitativa > 170 U/L
menos dafinas. nominal
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Capacidad Capacidad antioxidante del | Cuantitativa | mmol/L
antioxidante plasma que inhibe o continua <0.90 mmol/L
total previene el dafio oxidativo | Cualitativa >0.90 mmol/L
provocado por radicales nominal
libres.
GAP Actividad antioxidante de Cuantitativa | umol/L
componentes plasmaticos | continua <190 umol/L
como acido ascorbico, Cualitativa >190 umol/L
tocoferol, bilirrubina, nominal
transferrina y otros
antioxidantes no medidos.
Relacién Indicador del funcionamiento | Cuantitativa _—
SOD/GPx del sistema enzimatico, continua >0.23
ofrece una estimacion del | Cualitativa <0.23
desequilibrio enzimatico. nominal
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VIIl.4. Procedimientos y técnicas

Evaluacion gerontologica integral completa con estudios de laboratorio:

quimica sanguinea.

VIII.4.1. Evaluacion de la profundidad del surco gingival

La enfermedad periodontal se diagnosticé a través de la evaluacion de la
profundidad del surco gingival, para ello se utilizo el indice Periodontal de
Ramfjord, que combina el puntaje para la Gingivitis, basado en el color, la
forma, densidad y tendencia a la hemorragia de los tejidos gingivales (Cuadro
VII1.4.1) con la medicion de la profundidad de la bolsa en relacion con el limite

amelo cementario (LAC).

Los dientes que se examinaron para la obtencién del IEP son:
16: Primer Molar Superior Derecho

21: Incisivo Central Superior Izquierdo

24: Primer Premolar Superior Izquierdo

36: Primer Molar Inferior izquierdo

41: Incisivo Central Inferior Derecho

44: Primer Premolar Inferior Derecho
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Cuadro VIII1.4.1 Criterios para determinar el componente gingival del indice.

Puntuacion Clasificacion

0 Ausencia de signos de inflamacion

1 Cambios gingivales inflamatorios entre leves vy
moderados que no se extienden alrededor de la totalidad
del diente.

2 Gingivitis entre leve y moderada y que se extiende

alrededor de todo el diente.

3 Gingivitis severa caracterizada por enrojecimiento
marcado tendencia a la hemorragia espontanea y
ulceracion.

Después de determinar el Componente Gingival se procedié 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.

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

1) La distancia desde el margen libre gingival hasta el limite amelocementario.
2) La distancia 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.

Para determinar el puntaje de la Enfermedad Periodontal para cada diente se

emplea el siguiente sistema:
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1) Si el surco gingival no se extiende hacia el apice mas alla del LAC, se
considera que el puntaje 0-3 registrado para el estado de salud gingival es el
IEP del diente.

2) Si la profundidad de la bolsa se extiende hacia el apice mas alla del LAC,
pero no mas de 3 mm en ninguna de las 4 zonas del diente, se asigna a ese
diente un puntaje de 4.

3) Si la bolsa se extiende mas de 3 mm y hasta 6 mm hacia el apice desde el
LAC, el diente recibe un puntaje de 5.

4) Si la distancia entre el LAC y el fondo de la bolsa es mayor de 6 mm a lo

largo de la raiz, el diente tiene un puntaje de 6.

VIIl.4.2. Sonday procedimientos de sondaje

Se utilizé la sonda periodontal, la cual esta particularmente disefiada para una
manipulacion suave de los tejidos blandos ubicados alrededor de la pieza
dentaria. La sonda present6 una porcién 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
determiné observando la marca, al nivel del margen gingival. El extremo de la

sonda debe mantener el contacto con la superficie de la raiz.
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Sitios recomendados para el sondaje son mesial y distal en las superficies
vestibular y punto medio de la superficie palatina/lingual.

El puntaje de IEP para el individuo es el puntaje medio de todos los dientes
examinados; la suma de los puntajes correspondientes a cada diente se divide

entre el nimero de dientes examinados.
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VII.4.3. Coleccion de muestras sanguineas

Previo consentimiento informado, las muestras sanguineas de todos los
pacientes se obtuvieron por venopuncién entre las 8:00 y 9:00 am con un
ayuno previo de 8 horas en tubos al vacio (Vacutainer, Beckton-Dickinson), sin
anticoagulante para la determinacion de las pruebas bioquimicas (glucosa,
perfil lipidico, perfil renal, asi como de las interleucinas), con EDTA disodico
para hemoglobina glicosilada y con heparina para las pruebas de estrés

oxidativo.

VIIl.4.4. Determinacién de los parametros bioquimicos

Para determinar los parametros bioquimicos se centrifugaron las muestras
coaguladas a 3500 rpm durante 10 min. y se realiz6 la separacion del suero.
Se tomaron alicuotas de 300puL y se congelaron a -70°C en microtubos para
determinar posteriormente las interleucinas. Por otra parte las determinaciones
bioguimicas (glucosa, perfil renal y perfil lipidico) se realizaron utilizando un

analizador automatizado Selectra Junior, de acuerdo a los siguientes métodos:

* Glucosa: Estuche comercial para la determinacion de glucosa (método de la
glucosa oxidasa GOP-PAP, Randox GL2614). La glucosa se determiné
colorimétricamente después de una oxidacion enzimatica en presencia de

glucosa oxidasa. La muestra y el patron.

53



Anaya Anaya Norma Liliana

* Colesterol: estuche comercial para la determinacién de colesterol (método
enzimatico de punto final) CHOD-PAP (Randox Laboratories Ltd, UK, CH201).
El colesterol se determind colorimétricamente después de la hidrolisis

enzimatica y oxidacion.

* HDL-Colesterol: estuche comercial para la determinacién de Colesterol HDL
directo (método enzimatico de punto final) Aclaramiento (Randox Laboratories
Ltd, UK, CH3811). El ensayo consistié en 2 partes: la primera fue la fase de
aclaramiento en donde se eliminan los quilomicrones, VLDL Y LDL colesterol
por medio de colesterol esterasa, colesterol oxidasa y subsecuentemente la
catalasa y la segunda fase de reaccién, que es la determinacién especifica de

la fraccion HDL-Colesterol después de la fase de aclaramiento.

* Triglicéridos: estuche comercial para la determinacion de triglicéridos Randox
GPO-PAP (Randox Laboratories Ltd, UK, TR212). Se determind tras hidrolisis

enzimatica con lipasas.

» Urea: estuche comercial para la determinacién de urea (Randox Laboratorios
Ltd, UK UR 107). EI método que se utilizo fue ureasa-Berthellot modificado.
lones amonio producidos por accion enzimatica reaccionan con salicilato e
hipoclorito sodico para formar un complejo verde que se lee a 600 nm.

Muestras y patron se mezclaron con ureasa por 5 min. A 25°C y posteriormente
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con hipoclorito sddico, se leera contra el blanco de reactivo tras incubar 10

min.

Hemoglobina glicosilada: estuche comercial para la determinacion de
hemoglobina glicosilada (Randox HA). ElI primer paso involucra el
pretratamiento de la muestra de sangre total, se lisaron las células rojas y se
provoco la hidrdlisis de la hemoglobina por la accién de una enzima proteasa,
posteriormente la presencia de HbAlc se mide por aglutinacion en latex,

compitiendo la glucohemoglobina con anticuerpos monoclonales HbAlc.
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VIIL.4.5. Citometria de flujo

Se utiliz6 el citdmetro BDFACSAria Il

Es una técnica que permite que las células (500 — 4000/ seg) pasen en fila
dentro de un flujo a través del aparato, se puede realizar la medicidon
simultdnea de multiples caracteristicas fisicas de una sola célula. La ventaja
de la citometria de flujo tiene como base la habilidad de realizar mediciones
cuantitativas y multiparamétricas en un niumero estadisticamente adecuado de
células para definir las propiedades de una poblacién celular. Con el andlisis
multiparamétrico es posible evaluar poblaciones celulares particulares dentro
de una mezcla compleja, ya que aprovecha tanto propiedades intrinsecas de
la célula asi como la dispersion de la luz, y caracteristicas controladas como
la fluorescencia. Al mismo tiempo, es posible realizar la separacion de las
poblaciones definidas por éste andlisis. Estas bases son la base de la técnica

conocida como FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting).

El FACS proporciona datos como el tamafio relativo de la célula, granularidad
o complejidad interna y la intensidad relativa de fluorescencia. Para llevar a
cabo lo anterior, el aparato necesita de un sistema combinado de flujo, 6ptica
y electronica. El sistema de flujo introduce y restringe a las células para su
analisis individual, el sistema oOptico excita la muestra y colecta las sefales de
luz provenientes de la misma y el sistema electronico convierte la sefial optica
en una sefal electronica y la digitaliza para el analisis en computadora. El

sistema de citometria de flujo esta compuesto por cinco unidades principales:
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una fuente de luz (lampara de mercurio o laser), flujo celular, unidad de filtros
Opticos para la deteccion de longitudes de onda especificas, fotodiodos o
fotomultiplicadores para la amplificacion de la sefial y una unidad de operacion

y procesamiento de datos.

BD Cytometric Bead Array

Es la aplicacion de la citometria de flujo que permite cuantificar multiples
proteinas simultaneamente. Este sistema utiliza una gama dinamica de rangos
de deteccidn de fluorescencia ofrecido por la citometria de flujo y el anticuerpo
recubierto con perlas para una eficiente captura del analito. Cada perla, tiene
una Unica intensidad de fluorescencia, por lo que las perlas pueden ser
mezcladas y correrse simultaneamente en un solo tubo. Esta técnica reduce
significativamente el requerimiento de muestra y el tiempo para los resultados
en comparacion con ELISA tradicional.

BD.CBA puede cuantificar mdltiples citocinas de la misma muestra
simultaneamente mientras que ELISA es til para la medida de los niveles de

una sola citocina.
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Principio del ensayo CBA

Es un método que captura un analito soluble o un grupo de analitos con perlas
de tamafio y fluorescencia conocida, haciendo posible la deteccion de los
analitos utilizando citometria de flujo.

Cada perla capturada en el kit ha sido conjugada con un anticuerpo especifico.
La deteccion del reactivo de prueba en el kit es una mezcla de ficoeritrina
conjugada con el anticuerpo, que da una sefial de fluorescencia en la
proporcion a la cantidad del analito obligado.

Cuando la perla capturada y el reactivo detector son incubados con un muestra
gue contiene analitos reconocidos, el complejo sandwich (captura de la perla
+analito+reactivo) ha sido formado. Estos complejos pueden ser medidos
utilizando citometria de flujo para identificar particulas con caracteristicas
fluorescentes tanto de la perla como del detector.

Seis poblaciones de perlas con distinta intensidad de fluorescencia han sido

recubiertas con el anticuerpo especifico capturado para IL-8, IL-3, IL-6, IL-10,
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TNF y IL-12p70. Las seis poblaciones de perlas se mezclan juntas para formar

una perla matriz que se resuelve en el citdmetro de flujo.

Preparacion del estandar de citocinas inflamatorias humanas

Procedimiento:

1. Se abri6 el vial del estandar de citocina inflamatoria humana liofilizado.
Transferir las esferas estandar a un tubo del polipropileno de 15 mL y etiquetar
como “Top estandar”

2.- Se reconstituyo el estandar con 2 mL de diluyente del ensayo.

a) Se permitié que el estandar reconstituido se equilibrara por lo menos 15
minutos a temperatura ambiente.

b) Suavemente se mezclé la proteina reconstituida solamente por pipeteo. No
se utilizo el vortex ni se mezcld vigorosamente.

3.- Se etiquetaron 8 tubos de 12x75-mm y se acomodaron en el siguiente
orden: 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, y 1:256.

4.- Se pipetearon 300 pL del diluyente de ensayo (buffer de ensayo) en cada
tubo de 12x75mm, se puede utilizar la misma punta.

5.- Se prepararon las diluciones seriadas:

a) Se transfirio 300 yL del top estandar al tubo de la dilucion 1:2 y mezcl6 por
pipeteo, no se utilizé vortex.

b) Se continuo realizando las diluciones seriales transfiriendo 300 pL de la
dilucion de tubo 1:2 al tubo de la dilucion 1:4 y asi sucesivamente hasta el tubo

1:256
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300 pL 300 pL 300 pL 300 pL 300 pL 300 pL 300 pL 300 pL

IRIATRATRTRATA

20 ML
! y
1:2 1.4 1.8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256
Top Dilution Dillution Dilution Dilution Dilution Dilution Dilution Dilution
Standa rd Tube Tube Tube Tube Tube Tube Tube Tube

6.- Se prepar6 en un tubo de 12x75 mm que contenia solamente el diluyente

de ensayo (buffer de ensayo) que sirvi6 como control negativo.

Para la mezcla de la captura de perlas

1.- Se determind el nUmero de tubos para el ensayo (incluyendo estandar y
control) que son requeridos para el experimento (por ejemplo, 8 muestras + 9
diluciones estandares + 1 control negativo = 18 tubos de ensayo).

2.- Se agito vigorosamente en el vortex de 3 a 5 segundos cada vez que se

capturo la perla después de mezclado.
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Nota: el anticuerpo conjugado con la perla se asentara al paso del tiempo.
Mezclar en el vortex el vial antes de tomar la alicuota de la suspension de la
perla.

3.- Se agreg6 una alicuota de 10 uL de la captura de perlas por cada tubo de
ensayo que fue analizado, en un tubo etiquetado como mezcla de captura de
perlas (ejemplo: 10 uL de perlas capturadas de IL-8 x 18 tubos de ensayo =
180 L se requieren de perlas capturadas de IL-8).

4.- Se mezclo en el vortex la mezcla de perlas

Resuspensién de perlas

1.-Se centrifugé la mezcla de perlas a 200g por 5 minutos

2.- Se aspir6 de manera cuidadosa el sobrenadante y se eliminé.

3.- Se resuspendio6 el pellet de la mezcla de la captura de perlas en el suero
(el mismo volumen que en el paso anterior)

4.- Se incubo la mezcla de la captura de perlas durante 30 minutos a
temperatura ambiente, protegidas de la luz

Para realizar el ensayo:

1.- En el vortex se mezcl6 la captura de perlas y agregd 50 uL a cada uno de
los tubos de ensayo

2.- A los tubos control se les agregé 50 pL de la dilucion de las citocinas
inflamatorias

3.- Se le agregd6 50 pL de cada muestra a cada tubo etiquetado

4.- Se agreg6 50 yL de PE citocina inflamatoria, deteccién del reactivo a todos

los tubos del ensayo
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5.- Los tubos de ensayo se incubaron por 3 horas a temperatura ambiente,
protegidos de la luz

6.- A cada tubo de ensayo se le agregd 1 mL del buffer de lavado y se
centrifugd a 200 g por 5 minutos

7.- Cuidadosamente se aspiré y desecho el sobrenadante de cada tubo de
ensayo

8.- Se colocaron 300 uL del buffer de lavado por cada tubo de ensayo para

resuspender el pellet de perlas.

Procedimiento para las muestras de plasma

1.- En el vortex se mezclo la captura de perlas y se agregaron 50 uL a los
tubos de ensayo

2.- Se agregaron 50 pL del estandar de dilucion de citocina inflamatoria a los
tubos control que son listados en la siguiente tabla

3.- Se agreg6 50 L de cada muestra al tubo etiquetado de manera apropiada.
4.- Los tubos se incubaron por 1.5 horas a temperatura ambiente y protegidos
de la luz

5.- A cada tubo de ensayo se le agrego 1 mL del buffer de lavado y centrifugo
a 200 g por 5 minutos.

6.- Cuidadosamente se aspir0 y desecho el sobrenadante, dejando

aproximadamente 100 pL del liquido en cada tubo de ensayo.
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7.- Se adicionaron 50 uL de PE reactivo detector de citocina inflamatoria a
todos los tubos de ensayo. Se agitaron de manera suave los tubos para
resuspender el pellet.

8.- Los tubos de ensayo se incubaron durante 1.5 horas a temperatura
ambiente y protegidos de la luz

9.- Se agregaron 1 mL del buffer de lavado a cada tubo de ensayo y se
centrifugaron a 200 g por 5 minutos.

10.- Cuidadosamente se aspiré y desecho el sobrenadante de cada tubo de
ensayo.

11.- Se agregaron 300 uL del buffer de lavado a cada tubo de ensayo y se
resuspendieron las perlas del pellet

13.- Se cuantificaron y analizaron en el citdmetro de flujo.

Especificidad de la técnica

Los pares de anticuerpos usados en el kit BD CBA de citocinas inflamatorias
humanas han sido examinados para la reactividad especifica con su
correspondiente proteina especifica. El analisis de las muestras contiene una
sola proteina recombinante y no se encuentra ninguna reactividad cruzada ni

que se capture otra poblacién de proteina que no sea.
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VIIl.4.6 Biomarcadores de estrés oxidativo

Peroxidacion lipidica (LPO)

Fundamento: Peroxidacion lipidica por el método del acido tiobarbitarico
(TBA). La prueba del TBA es el ensayo mas utilizado para la medicion de la
lipoperoxidaciéon. Durante la prueba, la muestra fue tratada con TBA; en la
reaccion del TBA, una molécula de malondialdehido (MDA) reaccion6 con dos
moléculas de TBA con la produccién de un pigmento rosa cuya absorcion
maxima es a los 532-535 nm. Durante la reaccion por un proceso de auto-
oxidacion se incrementaron los TBARS, al agregar el butiril-hidroxitolueno

(BHT) se reduce la formacion de lipoperoxidos in vitro.

Procedimiento: Se utilizoé el método de Jentzsch (1996). Se recolectaron 400uL
de plasma heparinizado al cual se le adicionaron 10 pL de butiril-hidroxitolueno
(BHT) 2mM por mL de sangre, para evitar la auto-oxidacion de las muestras.
Se colocaron 50 pL de BHT (12.6 mmol/L) y 400 puL de &cido ortofosforico
(0.2M) se agitaron en vortex 10 seg y posteriormente se adicionaron 50 uL de
TBA (0.11 mol/L), se agitaron en vortex por 10 seg. Esta mezcla se incub6 por
45 minutos a 90 °C en un bafo de agua, pasado este tiempo se colocaron los

tubos en hielo por 5 minutos para detener la reaccion.®

Posteriormente se adicionaron 1200 pL de butanol en cada tubo y 100 pL de
solucion salina saturada, se agité vigorosamente por 30 seg., se centrifugé a
5000 rpm 1 min., se paso la fase de butanol a una celda y se midi6 la

absorbancia a 535 nmy 572 nm.

64



Anaya Anaya Norma Liliana

La concentracion de acido tiobarbittrico que reacciona se calculé por medio
de una curva estandar de MDA, que se obtuvo a partir del estandar de 1,1,3,3-

Tetrametoxipropano (TMP).

Preparacion de la curva estandar

Se prepararon las siguientes soluciones:

1.- TMP 1mM. — Se Diluyé 17 uL de TMP en 100 mL de agua bidestilada.

2.- TMP 0.2 mM.- Se tom6 un ml de TMP 1mM y se afiadieron 4 mL de agua
bidestilada (preparar cada vez que se use).
3.- Se prepararon 8 tubos con diferentes concentraciones de TMP, como se

describe a continuacion:

Tubo TMP (uL) H20 (mL) MDA (umol/L)
1 0 400 0

2 10 390 0.4

3 20 380 0.8

4 40 360 1.6

5 60 340 2.4

6 100 300 4.0

7 140 260 5.6

8 200 200 8.0

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

la muestra.
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. Superoxido dismutasa (SOD)

Fundamento: La técnica se basa en la reaccion entre la xantina y la xantina

oxidasa para generar radicales superéxido (O2").
Xantina —— Acido Urico + O2”

Los radicales superoxido generados reaccionaran con sales de p-

iodonitrotetrazolio (INT) para producir el colorante rojo formazan.

INT + O2". ———» Colorante formazan

La SOD presente en las muestras compite con el INT por los radicales

superoéxido y por tanto inhibe la produccion del colorante formazan.

Oy — 02+H202

La SOD se mide por el grado de inhibicion de la formacion del colorante
formazan, a 505 nm. Se usard el equipo comercial Ransod (Randox

Laboratorios Ltd, UK).

Procedimiento: Se tomaron 0.5 pL de sangre total y se lavaron los eritrocitos
3 veces con 3 mL de solucion de NaCl al 0.9 %, se centrifugd durante 10 min.
a 3000 rpm en cada lavado. Al botén de eritrocitos lavados se le adicionaron 2
mL de agua bidestilada fria, se mezclaron y se dejaron reposar durante 15 min
a 4 °C. Del lisado se tomaron 0.100 pL y se diluyeron con 1.9 mL de tampoén
de fosfato 0.01 mmol/L pH 7.0.
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Para el ensayo se pipetearon 0.050 mL de muestra diluida y se adicionaron
1.7 mL de sustrato mixto (xantina 0.05 mmol/L, INT: 0.025 mmol/L), después
de mezclar se agregaron 0.25 mL de xantin oxidasa (0.94 mmol/L). Se mezclo
y se registro la absorbancia Al al cabo de 30 seg y se empez6 a cronometrar
el tiempo simultaneamente para leer la absorbancia final A2 al cabo de 3 min

frente al blanco de agua a una longitud de onda de 505 nm

e Glutation peroxidasa (GPx)

Se emplea el equipo comercial Ransel (Randox Laboratorios Ltd, UK).

Fundamento: La cuantificacibn de esta enzima se basa en el método

desarrollado por Paglia y Valentine con base en la siguiente reaccion.

(GPx)

2GSH + ROOH GSSG + ROH + H20

(glutatién reductasa)

GSSG + NADPH + H+ > 2GSH + NADP*

(GSH= Glutation reducido) (ROOH=hidroperdéxido) (Gpx= Glutatién

peroxidasa) (GSSG= glutatién oxidado)
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La concentracion de GPx se evalla por la disminucion en absorcion a 340 nm,

debida a la oxidacion de NADPH a NADP*.

Procedimiento: Se realiz6 la dilucion de 0.05 mL de sangre entera
heparinizada en 1 mL de solucion diluyente (proporcionada por Randox), se
incub6 durante 5 min. Posteriormente se afiadio 1 mL de reactivo de Drabkin

a doble concentracion. Las muestras se analizaron en los siguientes 20 min.

Para el ensayo, se colocaron 0.02 mL de muestra diluida, 1 mL de reactivo de
trabajo (glutation 4 mmol/L, glutatién reductasa = 0.5 U/L y NADPH 0.34
mmol/L) y 0.04 mL de cumeno (hidroperéxido de cumeno 0.18 mmol/L). Se
mezclaron y se realiz6 la lectura de la absorbancia inicial al cabo de 1 min. y
se empezo6 a cronometrar simultaneamente para leer de nuevo al cabode 1y

2 min. La cinética de esta reaccion se ley6 a 340 nm.

e Capacidad antioxidante total (CAT)
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 hidrogeno y ABTS (2,2 -azido-
di-etilbenzotiazolin sulfanato) para dar como resultado la formacion del radical
cation ABTS®. Este radical presenta una coloracion verde-azulada, la
presencia de antioxidantes en la muestra produce una supresion de esta
coloracién, siendo ésta proporcional a la concentracion de antioxidantes. La

cinética de la reaccién se mide a 600 nm.
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HX-Fe3* + H202 — > X-(Fe** =0) + H20

metamioglobina Peroxido de ferrilmioglobina
hidrogeno

ABTS + X-(Fe4+ =0) > ABTS*" + HX-Fe®*

radical verde-azulado

Procedimiento: Se pipetearon 0.02 mL de plasma y se adicionaron 1 mL de
cromogeno, después de mezclar perfectamente se continua con la lectura de
la absorbancia inicial Al, 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. Este mismo
procedimiento se realiz6 para el blanco (agua destilada) y con el estandar que
se proporciona en el estuche. Para el calculo se obtuvieron los deltas de las
absorbancias A2 — Al tanto para el blanco, las muestras y el estandar,
posteriormente se obtuvo el delta del estandar del delta del blanco y se calculé
el factor: Factor= (Concentracion del estandar)/ Delta del blanco-delta del
estandar. Este factor se multiplicod por la diferencia entre el delta del blanco y

de las muestras para obtener la concentracion de antioxidantes en mmol/L.
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e Brecha antioxidante (GAP)
La brecha antioxidante (GAP), se calculé a partir de la CAT en umol/L, las

concentraciones de albumina y acido Urico, con base en la siguiente férmula:
GAP antioxidante = CAT — [(albumina x TEAC) + (acido urico x TEAC)]

El TEAC para albumina es de 0.69 y para acido urico es 1.0

e Razén SOD/GPx

Este parametro se calculé como cociente entre la actividad de la enzima SOD

y la actividad de la GPx.

e Calculo del nivel de estrés oxidativo
Para la determinacion la existencia de alteraciones en los parametros
anteriores y determinar la existencia de EOx se manejaron como valores de

corte los obtenidos de una poblacion de adultos jévenes sanos, siendo los

siguientes:
LPO (umol/L) > 0.340
SOD (U/L) <170
GPx (U/L) < 5500
SOD/GPX >0.023
CAT (mmol/L) <0.90
GAP (pmol/L) <190
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Para determinar si los sujetos presentaron EOX, se ha obtenido un indice, el
cual se calcul6 al dicotomizar cada uno de los parametros determinados,
dando el valor de 1 cuando las concentraciones estaban por arriba (en caso
de LPO y la razén SOD/GPX) o por debajo (todos los demas parametros) del
valor de corte. Asi el sujeto con todos los parametros alterados tenia un indice

igual a 6 y EOx severo,

Para evaluar grados de EOx se generd una escala:
indice: 0 sin EOx

indice: 1-2 EOx leve

indice: 3-4 EOx moderado

indice: 5-6 EOx severo
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IX. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron analizados utilizando medidas descriptivas, promedio y
desviacién estandar (DE), como pruebas de comparacion t de Student. Para
todas las pruebas se considera un valor de p menor de 0.05 como significancia
estadistica. Para tal efecto se utilizé el programa estadistico SPSS version

15.0.
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X.  RESULTADOS

En el cuadro X.1 se presentan los valores promedio de los pardmetros
bioguimicos en los adultos mayores sanos y con enfermedad periodontal. En

este sentido no se encontraron diferencias significativas.

Por otro lado, al cuantificar los marcadores de estrés oxidativo se encontré una
disminucién de la capacidad antioxidante total (CAT) en los adultos mayores
con enfermedad periodontal (0.92+0.26 mmol/L) en comparacion con los
sanos (1.13+0.39 mmmol/L); con respecto a la brecha antioxidante también
hubo una disminucion estadisticamente significativa en los adultos mayores
con periodontitis (238.2+253.58mmol/L) en comparacion con los adultos
mayores sanos (503.2+374.95mmol/L), con lo que se puede observar que hay
una disminucion de los marcadores de estrés oxidativo en los adultos mayores

con enfermedad periodontal (Cuadro X.2).

Con relacion a las interleucinas pro-inflamatorias se encontré un aumento
significativo en la concentracién de IL-1(51.1+17.6) y la IL-6(3.2+0.77) en los
adultos mayores con enfermedad periodontal en comparacion con los adultos

mayores sanos. (Cuadro X.3)

Con respecto a la figura X.1 se puede observar que el 55% de los adultos
mayores que padecen enfermedad periodontal presentaron estrés oxidativo en
comparacion con el 45% de los sanos, aunque la diferencia entre estos dos
grupos es del 10%, es importante ya que en los adultos mayores con

periodontitis se encontré un aumento del estrés oxidativo.
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Por otro lado, para la determinacion de factores de riesgo para presentar
enfermedad periodontal (cuadro X.5), se encontré que tener la GAP disminuida

es factor de riesgo (RM= 3.03, ICg5%= 1.09-8.39, p= 0.03).

74



Anaya Anaya Norma Liliana

Cuadro X. 1 Parametros bioquimicos de los adultos mayores sanos y con

enfermedad periodontal

Variables Sanos Con EP
n=41 n= 34
Colesterol mg/mL 211.97+36.95 203.34+48.18

Triglicéridos mg/mL 179.69+69.62

Glucosa mg/mL 128.97+55.09
Acido arico mg/dL 2.13+1.9
Urea mg/dL 32.83+8.3
Creatinina mg/mL 0.79+0.23
Albumina mg/mL 4.77+0.34
HbAlc % 8.8+1.77

IEP mm 1.59+0.29

169.03+93.73

129.13+33.78

2.88+4.8

41.36+28.07

0.83+0.16

4.74+0.25

9.18+1.85

2.9+0.72

Los datos se presentan en promedios + DE. Prueba t de Student, *p<0.05.
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Cuadro X. 2 Marcadores de estrés oxidativo en adultos mayores sanos y con

enfermedad periodontal

Variable Sanos Con enfermedad
periodontal

Lipoperéxidos (umol/L) 0.39+0.15 0.37+£0.16

Capacidad antioxidante 1.13+0.39 0.92+0.26*

total (mmol/L)

Superoxido dismutasa 180+11.1 180+£13.5

(U/L)

Glutation peroxidasa 8145+6097 6806+3073

(U/L)

Relacion SOD/GPx 0.041+0.059 0.031+0.015

Brecha antioxidante
(mmol/L)

503.2+374.95

238.2+253.58*

Los datos se presentan en promedios = DE. Prueba t de Student, *p<0.05.
Las diferencias se presentan en la capacidad antioxidante total (CAT) y

brecha antioxidante.
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Cuadro X. 3 Concentracién de interleucinas en adultos mayores sanos y con

enfermedad periodontal.

Variable Sanos Con enfermedad
periodontal

IL-1 (pg/mL) 6.6+1.7 51.5+17.6*

IL-6 (pg/mL) 0.8+0.16 3.2+0.77*

IL-10 (pg/mL) 2.68+1.08 2.63+1.17

TNF-a (pg/mL) 3.6+0.46 3.8+x1.4

Los datos se presentan en promedios + DE

. Prueba t de Student, *p<0.05.
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Cuadro X. 4 Frecuencia de los marcadores de estrés oxidativo en adultos
mayores sanos y con enfermedad periodontal

Variable Con Enfermedad Sanos
Periodontal n(%)
n (%)

LPO 19 (45) 23 (55)

Alto (20.321)

CAT 16 (55) 13 (45)
Bajo (<0.90)

SOD 8 (50) 8 (50)
Bajo (£170)

GPx 11 (50) 11 (50)

Bajo (<5500)

GAP 23 (59) 16 (41)*
Bajo (<190)
SOD/GPx 9 (39) 14 (61)

Bajo (<0.023)

Prueba de Ji cuadrada. LPO, lipoperdxidos; CAT, capacidad antioxidante
total; SOD, superodxido dismutasa; GPX, glutation peroxidasa. *p<0.05.
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Cuadro X. 5 Relacién de la enfermedad periodontal con los marcadores de

estrés oxidativo en adultos mayores

Variables RM IC95% Valor p
LPO 0.635 0.228-1.77 0.384
CAT 1.93 0.717-5.21 0.191
SOD 1.12 0.366-3.46 0.837
GPx 1.14 0.412-3.17 0.798
GAP 3.03* 1.09-8.39 0.030*
SOD/GPx 0.614 0.219-1.71 0.351

Prueba de Ji, *p<0.05
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Figura X. 1 Comparacion de estrés oxidativo en adultos mayores sanos y con
enfermedad periodontal.
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Figura X. 2 Comparaciéon de estrés oxidativo por grados en adultos mayores
sanos y con enfermedad periodontal.
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Xl. DISCUSION

El estrés oxidativo (EOx) ha sido implicado como factor etiologico y
fisiopatolégico de diferentes enfermedades crénicas no transmisibles (ECNT)
de mayor prevalencia durante el envejecimiento.! Existe evidencia que cuando
hay un exceso de radicales libres (RL) y no son contrarrestados por el sistema
antioxidante, se induce un desequilibrio bioquimico lo que conduce al EOx, el
cual ha sido implicado en la patogénesis de varias enfermedades, entre las

cuales se encuentra la periodontitis.?’-34

La enfermedad periodontal (EP) es un trastorno oral inflamatorio cronico de
origen infeccioso con una alta prevalencia, que afecta a los tejidos del soporte
del diente, encia, hueso y ligamento periodontal, que en general estd asociado
con la activacion de los leucocitos polimorfonucleares, que a su vez pueden
generar especies reactivas del oxigeno (ERO’s) durante condiciones
inflamatorias.®’?! En este sentido Krol en 2004 reporté que la apariciéon de una
alta concentracion de ERO’s y una disminucién del sistema antioxidante
provoca EOx en el tejido periodontal, ademas de que puede acelerar la

formacion de lesiones en el mismo tejido.%8

Asimismo, la mayoria del tejido periodontal destruido en la periodontitis es
mediada por el huésped a través de la liberacion de interleucinas (IL)-pro-

inflamatorias, IL-1. IL-6 y TNF-a.556° Por otro lado se ha establecido una
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relacion causa-efecto entre las interleucinas y la pérdida del tejido

periodontal.®?

Recientemente los datos epidemiolégicos muestran que las enfermedades

orales tienen efectos importantes sobre la salud en general de los individuos.?*

En este sentido, la determinacion del EOx y las interleucinas pro-inflamatorias
puede ser un marcador biolégico que permita conocer el grado de dafio

asociado con la EP en adultos mayores. 42¢

Al respecto para contrarrestar los efectos perjudiciales de las ERO’s existe una
variedad de mecanismos de defensa antioxidante en el cuerpo, cuya funcion
especifica es la de eliminar los oxidantes perjudicales que se forman o reparar

el dafio causados por estos.3*437

En este estudio se observé una disminucion estadisticamente significativa en
la actividad antioxidante total (CAT) y la brecha antioxidante (GAP) de los
adultos mayores con periodontitis, lo cual es acorde con lo reportado por Krél
y Shree que encontraron una disminucién de la CAT, lo cual favorece la

formacion de lesiones en el tejido periodontal y la destruccién del mismo. 7°

Por otro lado en respuesta al reconocimiento de los microorganismos
patdégenos, los leucocitos PMN producen interleucinas como: IL-1B, TNF-a 6
IL-6, las cuales se encargan de iniciar la respuesta inflamatoria 546° Como

consecuencia de la infeccion, la respuesta inflamatoria es establecida en el

83



Anaya Anaya Norma Liliana

tejido periodontal, caracterizado por la sintesis de interleucinas pro-
inflamatorias, por lo que el incremento de los niveles de éstas, ha sido
asociada con la periodontitis.®%:6% 67.68 A] respecto, en la presente investigacion
se observo una diferencia estadisticamente significativa en los niveles de IL-
18 e IL-6 en los adultos mayores con EP en comparacion con los sanos. En
este sentido nuestros hallazgos coinciden con otros estudios que reportan
niveles elevados de interleucinas pro-inflamatorias en sujetos con enfermedad
periodontal.3%6565 Asimismo, coincide con lo descrito por Graves et al; quienes
encontraron que la IL-B juega un papel importante en la periodontitis, puesto
gue es sintetizada por varios tipos de células en el tejido periodontal, lo cual la

hace esencial en el desarrollo de la enfermedad.5?

Al analizar las frecuencias de los biomarcadores de EOX encontramos un
porcentaje mayor de adultos mayores con enfermedad periodontal que. cursan
con la GAP disminuida (59), comparado con el grupo de sanos (41), siendo
esta diferencia estadisticamente significativa (p<0.05). Ademas, los adultos
mayores que presentaron una disminucion en la GAP, tienen un mayor riesgo

de presentar EP.

Otro hallazgo del presente estudio mostré que los adultos mayores con
periodontitis tienen un 10% mas EOx en comparacién con los sanos, lo cual
es acorde con el aumento de las ERQO’s, provocado por el proceso inflamatorio

de la EP y la disminucién de la eficiencia del sistema antioxidante, resultados
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que son acordes con lo reportado por Krol et al. donde se indica una asociaciéon
entre el EOx y la EP debido a las altas concentraciones de las ERO’s ,
acompafada de la supresion de la actividad antioxidante que puede favorecer

la formacion de lesiones en el tejido periodontal.>®

Por dltimo, es importante mencionar las limitaciones del estudio, una de ellas
es ser de tipo transversal y que el tamafio de la muestra no es representativo,
por lo que sera necesario realizar estudios longitudinales con muestras
representativas para asi poder confirmar nuestros hallazgos. No obstante
apoyan la propuesta de indicar algunas alternativas preventivas y terapéuticas
para contrarrestar las alteraciones bioquimicas entre los que se destacan los
suplementos antioxidantes y la administracion de antinflamatorios no

esteroideos

Ademas, el estilo de vida saludable y la higiene bucal, son factores que

contribuyen al estado de salud bucodental en los adultos mayores.
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XIl.  CONCLUSIONES

Tomando en cuenta la hipotesis inicial:

Hipétesis:

De acuerdo con la informacion tedrica encontrada respecto al estrés oxidativo
y Su asociacion con patologias que cursan con inflamacién crénica como la
periodontitis, suponemos que los adultos mayores con enfermedad periodontal
mostraran un aumento significativo en el nivel de estrés oxidativo e

interleucinas pro-inflamatorias en comparacion con los adultos mayores sanos.

Llegamos a las siguientes conclusiones:

e Nuestros hallazgos sugieren que los adultos mayores con enfermedad
periodontal presentan mayor estrés oxidativo; ademas de un aumento
en la concentracion de interleucinas pro-inflamatorias en comparacion

con los adultos mayores sanos.

e Al obtener los resultados se observé la asociacion del EOx y la EP, lo
cual tiene la finalidad de obtener los elementos suficientes para atender

oportunamente este padecimiento.
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Xlll.  PERSPECTIVAS

Es conveniente aumentar el tamafio de la muestra y continuar el estudio
para confirmar el aumento de estrés oxidativo e interleucinas pro-
inflamatorias en adultos mayores, asi como su asociacion con la

enfermedad periodontal.
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XV. ANEXO

XV.1l. Carta de consentimiento informado

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES

*ZARAGOZA*

INSTITUTO PARA LA ATENCION DE LOS ADULTOS MAYORES

DEL ESTADO DE HIDALGO

UNIDAD DE INVESTIGACION EN GERONTOLOGIA

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

PROYECTO: “Estrés oxidativo e interleucinas pro-inflamatorias y factor de
necrosis tumoral alfa en adultos mayores y su asociacién con enfermedad
periodontal.”

Antecedente y Objetivo

Estudios recientes han demostrado una asociacion etiolégica y fisiopatolégica del
estrés oxidativo con la enfermedad periodontal, asi como con el proceso crénico
inflamatorio, no obstante, las evidencias cientificas en humanos son escasas e
inconsistentes.
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Procedimiento:

Se invitaran a personas adultas mayores del Estado de Hidalgo sanas y con
enfermedades cronicas no descompensadas (glucosa en sangre en ayuno
menor de 180 mg/dL; presion arterial maxima, 160 sistdlica/100 diastdlica) a
que participen de manera voluntaria en el proyecto. A todas las personas
incluidas en el estudio se les realizara un examen médico, incluyendo una
historia clinica completa, electrocardiograma en reposo, toma de cuatro tubos de
sangre para mediciones bioquimicas, medicion de composicién corporal,
determinacion de funcionalidad fisica y evaluacién gerontolégica integral, antes
de iniciar el programay, a los 12 meses posteriores al programa.

Condiciones paraingresar al estudio

Adultos mayores de 60 a 74 afos, no importando el sexo.
Clinicamente sanos o con enfermedades crénico-degenerativas controladas.

Firmar o poner su huella digital en esta carta de compromiso.

Riesgos

No existe ningun riesgo para su salud, las tomas de muestras sanguineas seran
llevadas a cabo por personal experimentado con material nuevo y desechable y
el programa sera monitorizado por personal del Instituto para la Atencién de los
Adultos Mayores del Estado de Hidalgo.

Beneficios

Las pruebas no tendran ningln costo y los resultados de glucosa, perfil lipidico,
perfil renal, biometria hematica, asi como los de las pruebas de funcionalidad
fisica y de la evaluacion gerontoldgica integral se les entregaran a los
participantes para el control y vigilancia de su estado de salud.

Confidencialidad

Toda la informacién obtenida es ESTRICTAMENTE CONFIDENCIAL, por lo que
sélo se le proporcionara al participante y a su médico tratante.
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Preguntas

Toda duda que tenga durante el tiempo que dura la investigacion la podra
consultar con su médico tratante y con los participantes de la Unidad de
Investigacién en Gerontologia.

Derecho arehusar

La aceptacion a participar en este estudio es enteramente VOLUNTARIA. Por lo
que si decide no hacerlo no le afectara en su atencion que le brinda el Instituto
para la Atencion de los Adultos Mayores del Estado de Hidalgo. Asi mismo,
puede decidir abandonar el estudio en el momento que usted lo considere
conveniente.

En caso de cualquier duda o sugerencia en relacion al proyecto comunicarse con:
Dr. Victor Manuel Mendoza Nufiez

Dra. Mirna Ruiz Ramos

Unidad de Investigacion en Gerontologia, FES Zaragoza UNAM, México D.F.,
Tel. 015556230700, #, 39182, 015556230770, o0 a los correos:

mendovic@servidor.unam.mx, mirnar@comunidad.unam.mx

En el estado de Hidalgo:

Psic. Gustavo Carrasco gustavocvera@yahoo.com.mx

CONSENTIMIENTO

DECLARO QUE HE 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 DESEO DE PARTICIPAR EN
ESTA INVESTIGACION CON TITULO: “Estrés oxidativo e interleucinas pro-
inflamatorias y factor de necrosis tumoral alfa en adultos mayores y su asociacion
con enfermedad periodontal.” Y FIRMO VOLUNTARIAMENTE ESTE
CONSENTIMIENTO INFORMADO.

Al firmar este consentimiento no renuncio a ninguno de mis derechos y he
recibido una copia de este impreso.

Nombre y firma del participante:
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Nombre y firma de un familiar
(testigo):

Nombre y firma del investigador:

Pachuca, Hidalgo a de del

En caso de no saber leer y escribir poner huella digital en el
cuadro después de haberle leido el documento al participante

en presencia del testigo.
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