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Introduccion

La enfermedad periodontal es una enfermedad cronica inflamatoria de los tejidos de soporte
de los dientes que es causada por bacterias, principalmente bacilos gram negativos anaerobios
y espiroquetas, que se extienden en biofilms alrededor del diente (Quesada-Chaves, 2018).
La enfermedad periodontal se clasifica en gingivitis y periodontitis (Sanchez et al., 2021). La
periodontitis ocurre cuando la gingivitis o infeccion gingival no es tratada adecuadamente
afectando los tejidos de soporte del diente, que finalmente va a producir la caida de la pieza
dental (Sénchez et al., 2021 y Flores-Reyna y Martinez-Fernandez, 2022). Uno de los
principales determinantes del desarrollo de la enfermedad periodontal es el incremento de
bacterias patdégenas dentro de la placa dental que activa una fuerte respuesta inmune innata

y adaptativa (Liccardo et al., 2019).

Las enfermedades periodontales comiinmente cursan sin dolor en las primeras etapas, y su
progresion es lenta; esto hace que dicha enfermedad sea subtratada. Algunos estudios
demuestran que en Estados Unidos el 90% de los pacientes valorados necesitaban tratamiento
para enfermedad periodontal y de estos, aproximadamente el 50% tenian una afeccion de
moderada a severa (Quesada-Chaves, 2018). Estas enfermedades son las condiciones
inflamatorias cronicas mas comunes en todo el mundo que alcanzan tasas del 90% en algunos
paises latinoamericanos, ademas de que la prevalencia de periodontitis en Estados Unidos se

estima en un 47% en adultos mayores de 30 afios (Sanchez et al., 2021).

Las enfermedades bucales son consideradas problemas de salud publica por su alta
prevalencia en casi todas las partes del mundo; éstas representan una carga de salud para la

poblacion y afectan sobre todo a las comunidades més vulnerables. Alteraciones como las



caries y enfermedades periodontales son consideradas eventos de mayor peso en la

morbilidad bucal a nivel mundial (Taboada-Aranza et al., 2018).

Las enfermedades periodontales al ser estudiadas por su enorme relacion con la salud han
demostrado que se pueden presentar como una manifestacion de trastornos sistémicos e
influyen en la etiologia de diversas enfermedades generales; compartiendo factores de riesgo
con algunas enfermedades cronicas importantes de la actualidad, como enfermedades
cardiovasculares, reumaticas, cancer, enfermedades respiratorias cronicas y diabetes, etc.
(Villa, 2015). Por lo tanto, esta patologia es considerada segin la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS), como uno de los dos principales problemas de salud bucal a nivel mundial;
ademas de considerar otros factores para la distribucion de estas enfermedades cronicas como
asociarlas con desigualdades sociales, ya que afectan en mayor proporcién a los grupos con
desventajas sociales y econdmicas (Pardo y Hernandez, 2018). Sin embargo, la prevencion y
vigilancia de las enfermedades periodontales se torna complicada debido a dificultades en la
implementacion y el mantenimiento, debido en gran medida a las diferentes definiciones
operacionales y los recursos que se necesitan para ello (Secretaria de Salud, 2019).
Potencialmente las medidas de auto reporte podrian utilizarse como herramienta para la
vigilancia de los distintos segmentos de la poblacion debido a que es una alternativa viable

al ser practica y accesible (Russell et al., 2021).

Gingivitis y Periodontitis

Indudablemente en la ultima década ha aumentado la evidencia que considera a las
enfermedades periodontales como un problema de salud publica a nivel mundial y del cual
los sistemas de salud deben hacerse cargo (Carvajal, 2016). Para la OMS, la salud bucal va
mas alla de tener los dientes sanos. La OMS resalta que la salud bucal es una parte de la salud
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general esencial para el bienestar de las personas, e implica estar libre de dolor orofacial
cronico, de cancer de boca y faringe, de alteraciones en los tejidos blandos de la boca (lengua,
encias y mucosa oral), de defectos congénitos como lesiones y fisuras del labio y/o paladar,

y de otras enfermedades que afecten el complejo craneofacial (Pardo y Hernandez, 2018).

La gingivitis y la periodontitis son enfermedades periodontales, la primera inducida por placa
bacteriana. Mientras que la periodontitis puede causar la pérdida de dientes; sin embargo,
toda periodontitis se inicia con la presencia inicial de una gingivitis, y esta puede ser
reversible con las medidas de prevencion y tratamiento adecuadas (Carvajal, 2016). Las dos
principales asociaciones cientificas mundiales en periodoncia, la Academia Americana de
Periodoncia (AAP) y la Federacion Europea de Periodoncia (EFP), se unieron para
desarrollar un nuevo sistema de clasificacion de las enfermedades y condiciones
periodontales (Caton et al., 2018), que se adapt6 a los conocimientos cientificos actuales e
intento solucionar algunas de las limitaciones y los problemas de aplicacion del sistema de
clasificacion anterior. En cuanto a la gingivitis, la mayoria de los cambios con respecto a la
clasificacion anterior estaban asociados a la inflamacién gingival inducida por placa
bacteriana y sobre todo, a la adiciéon de una definicion especifica de salud periodontal; la
nueva clasificacion usa definiciones diferentes, como: gingivitis asociada Unicamente al
biofilm, gingivitis mediada por factores de riesgo sistémicos o locales e hipertrofia gingival
inducida por farmacos (Caton et al., 2018 y Herrera et al., 2018). En relacién con la
periodontitis, se discutid la clasificacion y las definiciones de periodontitis, trastornos
periodontales agudos (enfermedades periodontales necrosantes, abscesos periodontales) y
lesiones endodontico-periodontales (Herrera et al., 2018 y Papapanou et al., 2018). Hablando

especificamente de la periodontitis agresiva, se cambi6 el enfoque, juntando la periodontitis



agresiva y la cronica en una misma categoria y caracterizandola con un sistema de
calificacion por estadios y grados, donde la estadificacion depende de la gravedad de la
enfermedad y la complejidad del tratamiento, mientras que los grados dan a conocer el riesgo
de progresion de la enfermedad y de obtencion de malos resultados en el tratamiento, junto
con los posibles efectos negativos sobre la salud sistémica (Herrera et al., 2018 y Fine et al.,
2018). A su vez, un caso de periodontitis deberia presentar pérdida de insercion clinica
interdentaria en dos o mas dientes no adyacentes, o bien, CAL vestibular > 3 mm con bolsas

de > 3 mm en dos o mas dientes (Herrera et al., 2018 y Tonetti et al., 2018).

Saliva

La saliva es un fluido 4cido mixto debido a su pH= 6—7 que cumple un rol en distintas
funciones bioldgicas como la percepcion de sensaciones orales (sabor, temperatura y tacto),
asi como lubricacién, masticacion, deglucion y digestion. La saliva también permite una
mejor mineralizacion del esmalte dental y a su vez la previene debido a su efecto tampon.
Ademas, protege la mucosa oral, de factores quimicos, mecanicos, bioldgicos, de
microrganismos y posibles infecciones por virus, bacterias u hongos, manteniendo un
equilibrio en la flora oral compuesta por hormonas, anticuerpos, proteinas, enzimas y
citoquinas que engloba la parte organica, ademds de una parte inorgénica y agua que son
secretadas por las glandulas salivales mayores y menores, al mismo tiempo, fluido gingival
crevicular, células epiteliales descamadas de la mucosa oral y microrganismos (Kaczor-

Urbanowicz et al., 2016).

Debido a las caracteristicas bioquimicas de la saliva, es un biofluido util para el diagnostico
de algunas enfermedades, entre ellas, la enfermedad periodontal; algunas de sus ventajas
reportadas (Feng et al., 2019, Acufia y Juarez, 2021 y Combina et al., 2020) son:
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e Su extraccion, transportacion, manipulacion y almacenamiento es un proceso simple
debido a que no son métodos invasivos y tienen un coste eficiente.

e La extraccion puede realizarse sin ayuda de personal sanitario, incluso si la muestra
se ocupa para estudios epidemioldgicos.

e A la hora de recolectar la muestra, el paciente no experimenta ningun tipo de
sensacion incomoda o ansiedad porque no se necesita ningun tipo de herramienta con
agujas.

e Es un valioso fluido bioldégico porque puede ser utilizado como fuente de

biomarcadores de la enfermedad periodontal.

El desarrollo inicial en el conocimiento de este campo da lugar al término “salivaomics”, que
en el afio 2008 fue introducido para el desarrollo del conocimiento de varias ciencias
“Omicas” para el diagnostico a partir de la saliva, en donde se puede observar la presencia de
componentes denominados biomarcadores y estar relacionados con el estado de salud y
cambiar cuando las enfermedades estan presentes, lo que permite su uso como indicadores

de determinadas patologias (Camacho-Sanchez et al., 2023 y Pereira et al., 2021).

Biomarcadores salivales

En las enfermedades bucales como la periodontitis, la saliva se considera una herramienta
potencial para su diagndstico y el de algunas enfermedades sistémicas, por lo mismo, los
biomarcadores especificos utilizados en enfermedades especificas también sirven para
determinar riesgos, en la planificacion del tratamiento y la progresion de la enfermedad

(Pereira et al., 2021).



Los National Institutes Health (NIH) establecieron la definicion de biomarcador que, de
acuerdo con lo anterior, son caracteristicas bioldgicas, bioquimicas, antropométricas,
fisioldgicas, etc., objetivamente mesurables capaces de identificar procesos fisioldogicos o
patologicos, o bien una respuesta farmacoldgica a una intervencion terapéutica (Torres y

Pérez, 2016).

Los biomarcadores también incluyen alteraciones celulares, bioquimicas o moleculares que
se pueden medir y evaluar objetivamente como un indicador de procesos biologicos
normales, procesos patogénicos o respuestas farmacoldgicas a una intervencion terapéutica
(Ruano, 2018). Utilizar biomarcadores clinicos tiene ventajas debido a que es mas facil y
menos costoso si se compara con la medicion directa del criterio de valoracion final, ya que
los biomarcadores se miden en un periodo mas corto de tiempo. Se pueden utilizar en la
deteccion, el diagnostico, la caracterizacion y el seguimiento de las enfermedades (Aronson

y Ferner, 2017).

Dichos marcadores se clasifican en marcadores de exposicion y marcadores de enfermedad;
los de exposicion se utilizan para conocer o detectar factores de riesgo, mientras que los de
enfermedad se usan para diagnosticos y monitorear la enfermedad (Ruano, 2018). Un gran
numero de proteinas, péptidos, genes, enzimas u hormonas, pueden ser usados como
biomarcadores; dichas moléculas existen en baja concentracion en la saliva; aunque su
presencia es fundamental por sus funciones multiples y complejas, en el caso de las proteinas,
se presentan en una concentracion de aproximadamente 300 pg/pl segun la cantidad de saliva

(Barembaum y Azcurra, 2019 y Kaczor-Urbanowicz, 2016).

Estos biomarcadores pueden reflejar un espectro completo de una enfermedad desde su

aparicion temprana hasta sus etapas finales (Kaczor-Urbanowicz et al., 2017). Las



metaloproteinasas de matriz 8 y 9, las interleucinas lbeta y 6, y la hemoglobina son
biomarcadores salivales con buena capacidad para detectar la periodontitis en sujetos
sistémicamente sanos; la metaloproteinasa de matriz 9 y la interleucina lbeta también
mostraron una buena capacidad para detectar la condicion de no-periodontitis, sin embargo,
no hay suficientes revisiones sistematicas sobre la precision de multiples biomarcadores
moleculares en saliva para el diagnostico de la periodontitis (Arias-Bujanda et al., 2019), ni

para el seguimiento progresivo de la enfermedad.

La eleccion de biomarcadores clinicos adecuados debe cumplir con el seguimiento de pautas
como las de Bradford Hill que ayudan a conocer la relacion del biomarcador con el trastorno
clinico en cuestion, ademas, se toman en cuenta ciertos aspectos como: la validez clinica del
proceso, la respuesta, grado de invasividad, que sea de bajo costo, facil de ejecutar y el tiempo

para la obtencion de resultados (Aronson y Ferner, 2017).

Metabolitos pro-inflamatorios

Prostaglandinas, leucotrienos e interleucinas

Los mediadores lipidicos son moléculas derivadas de acidos grasos con funciones tanto
proinflamatorias como antiinflamatorias, asi como pro resolutivas o sefiales de término del

proceso inflamatorio (Salvatierra, 2017).

Las prostaglandinas (PGE2) son moléculas lipidicas sintetizadas a partir de eicosanoides por
la accion de la enzima ciclo oxigenasa que constituyen una familia de mediadores celulares
con diversas funciones como intervenir en la respuesta inflamatoria con una funcién pro
inflamatoria, provocando vasodilatacion y aumento de la permeabilidad vascular que permite

el mecanismo de diapédesis de los leucocitos y su llegada al territorio afectado, las



prostaglandinas también estimulan la sintesis de leucotrienos a partir de dcido araquidonico,
potenciando aiin mas el proceso inflamatorio (Salvatierra, 2017). Se ha encontrado que la
PGE?2 tiene la capacidad de inducir la actividad osteoclastica, asi como la reabsorcion dsea

que se observa en la periodontitis (Michea et al., 2016).

Los leucotrienos (LTB4) son sintetizados a partir de eicosanoides por la enzima
lipooxigenasa, principalmente en neutrofilos, pero también por eosindfilos, macrofagos,
linfocitos T y queratinocitos, actuando como una potente molécula quimiotactica para
neutrdfilos, lo que incrementa la inflamacion aguda. Por otro lado, tanto prostaglandinas
como leucotrienos estimulan la sintesis de otros tipos de mediadores lipidicos tales como
lipoxinas, resolvinas y protectinas que favorecen la resolucion de los procesos inflamatorios

(Salvatierra, 2017).

Las interleucinas (IL) son un conjunto de citocinas, sus funciones fisioldgicas son regular la
activacion, diferenciacion, proliferacion y quimiotaxis de las células del sistema inmune,
activan anticuerpos y regulan a otras citoquinas. Las IL-6 y 8 son citoquinas proinflamatorias
secretadas principalmente por los macrofagos, células T, endoteliales, dendriticas, epiteliales
y fibroblastos. Estas IL son reguladas por el NF-kappa B, quien también regula la expresion

de genes en la inmunidad innata y adquirida (Salvatierra, 2017).

Dentro del ambiente inflamatorio, la sintesis de mediadores lipidicos proinflamatorios, como
PGE2 y LTB4, provocan la llegada de mas neutrdfilos al sitio de infeccion, desencadenando

la respuesta inmune innata (Michea et al., 2016).

Metabolitos pro-resolutorios

Lipoxinas, resolvinas y maresinas
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Las resolvinas son potentes mediadores pro-resolutivos de la inflamacion con 2 formas
quimicas diferentes, las series E y D. Tanto resolvina E1 (RvE1) como resolvina E2 (RvE2)
inhiben significativamente la migracion transendotelial de neutréfilos hacia la periferia y
tienen funciones protectoras en las enfermedades periodontales, previniendo el
establecimiento de una respuesta cronica luego de la infeccion por patdogenos periodontales.
El rol de las resolvinas y lipoxinas se ha estudiado en tejidos periodontales, demostrandose
que RvD1 tiene funciones protectoras del ligamento periodontal al estimular la proliferacion
de fibroblastos durante la cicatrizacion de este tejido, y ademas inducir la sintesis de lipoxinas

(Michea et al., 2016).

Las lipoxinas son mediadores lipidicos que derivan del acido araquidonico y poseen
propiedades antiinflamatorias y pro-resolutivas. Lipoxina A4 (LXA4) manda sefales a
diferentes tipos de células como neutrofilos y monocitos, donde bloquea la liberacion de
citocinas pro-inflamatorias como el TNF-a e IL-1, inhibiendo el trafico de neutroéfilos hacia
el sitio afectado. Se ha encontrado que LXA4 es secretada por macrofagos y que ademas
estimula su actividad fagocitica, lo que implica un importante mecanismo pro-resolutivo

ayudando a restaurar la homeostasis tisular (Salvatierra, 2017).

Maresina 1 (Marl) deriva de DHA mediante conversion sucesiva por vias 12 Lipooxigenasa
(12-LOX) y 15-LOX, en macréfagos activados residentes en sitios de inflamacion aguda. En
el afio 2012, se reportd que Marl sintetizada por macrofagos, redujo la infiltracion
neutrofilica y leucocitaria total, ya que los macrofagos son células clave en mantener y
restablecer la homeostasis tisular. Asi mismo, el hecho de que Marl y RvE1 participen en la
reparacion tisular establece la posibilidad de que existan sefiales comunes al proceso de

resolucion inflamatoria y al de reparacion tisular (Villanueva y Marrugo, 2014).
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Metabolitos de la resorcion 0sea y osificacion en saliva

RANKL y OPG

La funcion del sistema RANK/RANKL/OPG es la interaccion entre miembros de la unidad
basica multicelular que induce la diferenciacion y activacion de osteoclastos u osteoblastos,

equilibrando el ciclo de remodelado dseo entre la formacion o resorcion (Tu et al., 2015).

El receptor activador de factor nuclear kB (RANK) es una proteina transmembranal
clasificada como un receptor homotrimérico de tipo I, conformado por 616 aminoacidos.
Pertenece a la superfamilia de receptores del factor de necrosis tumoral (TNF). Se expresa
en la membrana de los osteoclastos y también esta presente en la superficie de linfocitos B y

T, fibroblastos y células dendriticas (McGrath, 2011).

El ligando del receptor activador del factor nuclear kB (RANKL) es una proteina
transmembrana expresada por osteoblastos y células mesenquimales, y estd compuesto por
317 aminoacidos, también pertenece a la superfamilia de TNF y es un mediador
proosteclastico esencial que junto con su receptor sefiuelo osteoprotegerina (OPG) también
conocida como factor inhibidor de la diferenciacion de osteoclastos, es esencial para el

acoplamiento entre la resorcion y la formacion 6sea (McGrath, 2011).

La unién del RANKL a su receptor (RANK) promueve la activacion de la via de sefalizacion
intracelular NF-kB dando como resultado la diferenciacion de los preosteoclastos en
osteoclastos maduros, facilitando la resorcion de hueso (McGrath, 2011, Tu et al., 2015,
Nakashima et al., 2011 y Xiong y O’Brien, 2012). Altos niveles séricos de RANKL se han

asociado con una disminucion acelerada de la medida de cantidad de minerales (DMO),
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mientras que la OPG tiene una funcion protectora de hueso, ya que altos niveles séricos se

relacionan con un aumento significativo en la masa 6sea (Sasso et al., 2015).

Las concentraciones de estas proteinas estan reguladas por ciertos factores, en ausencia de
inflamacion, el balance estd a favor de la OPG, mientras que, en presencia de inflamacion,
los mediadores quimicos vuelven el balance a favor de la reabsorcion. En la periodontitis:
PGE2, IL-1B, FNT-alfa ¢ IL-6 han sido los mediadores mas relacionados a la reabsorcion

6sea (Asquino et al., 2021).

En el servicio clinico de estomatologia se atienden a pacientes con enfermedad periodontal
referidos de los diferentes servicios clinicos del Instituto Nacional de Enfermedades
Respiratorias (INER). Se ha propuesto que los microorganismos, componentes de
microorganismos, moléculas solubles de la respuesta inmune inflamatoria, y efectores
solubles de dafio tisular involucrados en la enfermedad periodontal pueden incorporarse a
circulacion y dispersarse afectando otros tejidos e influyendo de manera sistémica. Algunos
determinantes fisiopatologicos de la enfermedad periodontal estan descritos, sin embargo,
una completa caracterizacion de estos no se han reportado en la literatura y se desconoce si
estos determinantes fisiopatoldgicos de la enfermedad periodontal influyen en la severidad

de la enfermedad.

En este trabajo se busca obtener datos especificos de parametros clinicos y fisiopatolégicos,
que permitan establecer una asociacion entre la enfermedad periodontal y la severidad de la
enfermedad en la poblacion que se atiende en el INER por enfermedades no infecciosas y en
empleados que representan a la poblacion abierta. Ademas del trabajo experimental, se
realiz6 una busqueda de informacion de articulos cientificos publicados en revistas indizadas,
a través de plataformas como Google académico, PubMed, Scielo y en instituciones
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académicas como la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM) y la Universidad
Auténoma Metropolitana (UAM), entre otras. Los resultados de este estudio permitirdn
conocer la fisiopatologia de la enfermedad periodontal y su asociacion con la enfermedad

respiratoria no infecciosa.

Objetivo General

Determinar si existe asociacion entre la fisiopatologia y el control de la enfermedad

periodontal a través de la busqueda de biomarcadores salivales asociados a la severidad.

Objetivos especificos

1.- Medir determinantes fisiopatologicos de enfermedad periodontal en saliva:

* Indicador de resorcion osea: PGE2

* Indicadores de homeostasis 6sea: OPG, LXA4

* Indicadores de inflamacioén: LTB4, IL8

* Indicadores de resolucion de la inflamacion: Marl, RvD1

* Indicadores de dano tisular: Neutrofilos en saliva y Nucleosomas (surrogado de

NETSs)

2.- Determinar si los determinantes fisiopatologicos de la enfermedad periodontal se asocian

a la severidad de la enfermedad.
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Metodologia utilizada

A) Lugar de estudio

El estudio se realizd en el servicio clinico de estomatologia y en los laboratorios del

Departamento de Investigacion en Microbiologia, en el INER

B) Tipo de investigacion

Este trabajo constdé de una investigacion clinica, donde su estudio fue experimental,
transversal y prospectivo. Ademas, se pretendié que a través del conocimiento del tema de

estudio se generara comprension y prevencion.

C) Descripcion de la poblacion

El estudio se realiz6 con los pacientes que acudieron a consulta al servicio de Estomatologia
del INER y empleados del instituto que aceptaron participar en el estudio. Se realizé una
evaluacion estomatologica y periodontal dividiendo a los participantes en dos grupos:

1-Periodonto sano (Grupo control)

2-Patologia periodontal, la cual se subdividié en gingivitis y periodontitis

D) Procedimiento del estudio

1.-Valoracion de parametros de enfermedad periodontal

Los valores medios de indice gingival, indice periodontal e indice de higiene, asi como
profundidad al sondaje (PD) y nivel de adherencia clinica (CAL) se midieron en los pacientes

y controles.

2.-Higiene oral
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Se realiz6 el saneamiento bdsico (curetajes, profilaxis, técnicas de cepillado y uso de
aditamentos) en los pacientes con enfermedad periodontal y en los controles sin enfermedad
periodontal en el consultorio del servicio de estomatologia. Se le ensefiaron las técnicas de
higiene para realizar en casa y se recomendd la frecuencia y tiempo de aplicacion. Se
aplicaron cuestionarios para conocer los datos clinicos, habitos alimenticios, hédbitos de
higiene y calidad de vida de los participantes del estudio. Se esperd que en los individuos
control sin enfermedad periodontal desarrollaran la misma instruccion de higiene oral con lo

cual se pudo prevenir la aparicion de enfermedad periodontal.

3.-Obtencion de muestras biologicas

a) Muestra de saliva: ésta fue colectada antes de iniciar el tratamiento dental. La muestra se
tomo6 por la mafana y se le indic6 al individuo que permitiera acumular saliva en el piso de
la boca durante unos minutos y que vertiera la saliva directamente en un tubo de polipropileno
de 50 ml. El individuo debio repetir este paso hasta acumular saliva en la marca de 5Sml. Las

muestras se llevaron al laboratorio y se procesaron para criopreservacion.

b) Obtencion de células orales por lavado bucal: Posterior a la toma de muestra de saliva, y
previo a la aplicaciéon de saneamiento, se les proporciond a los pacientes un tubo de
polipropileno de 50 ml conteniendo 15 ml de solucidn salina fisioldgica. El paciente debid
realizar un enjuague vigoroso durante 1 minuto y regresar la solucién al mismo tubo de

solucion salina. Esta solucion fue transportada al laboratorio.

Considerando que el ritmo circadiano modifica los pardmetros inflamatorios, todas las tomas

de muestra se realizaron en un horario restringido (Wiedloncha et al., 2018).

E) Procesamiento de las muestras
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Procesamiento de saliva (figura 1)

Todo el procedimiento se realiz6 dentro de las cabinas de seguridad biologica (CSB) y

utilizando la centrifuga con canastillas de seguridad, cuando aplicé.

a. - La muestra se repartio en dos tubos de 15 ml etiquetados con el codigo de la muestra y
las leyendas "para proteinas" y "para lipidos", en el tubo para proteinas se le agregaron 2 ml
de la muestra, mientras que para lipidos se agregd 1ml utilizando puntas con filtro. Se registro

el volumen de la muestra.

b. - Al tubo "para proteinas" se anadieron 2.0 pl de Triton X-100. Se agit6 en un vortex por
1 minuto. Se incubd 30 minutos a temperatura ambiente y centrifugd a 2,000 rpm durante 15
minutos a 4°C con la tapa bien cerrada. El sobrenadante se transfirio en partes iguales a 2
viales de 1.5 ml etiquetados como "proteinas" y con el codigo del sujeto. Se centrifugd a
10,000 x g durante 5 minutos. Posteriormente se colecto el sobrenadante en 4 viales nuevos
(500 pl aproximadamente en cada vial) etiquetados de la misma manera. Finalmente se

almacend6 en congelacion a -°20C.

c.- Al tubo “para lipidos” se adicionaron 4 ml de etanol absoluto frio. Se agit6 en el vortex
durante 1 minuto. Se incub6 a -20°C durante ~30 minutos a temperatura ambiente. Se
centrifugo6 a 2,000 rpm durante 15 minutos a 4°C con la tapa bien cerrada y se transfirio el
sobrenadante a viales nuevos etiquetados como "lipidos" y se evaporaron a 30°C durante 6h
en una centrifuga de vacio. Se re suspendieron en un volumen equivalente al original del
buffer de Elisa (Cayman Chemical). Se colectaron en 3 viales con aproximadamente el

mismo volumen, se homogeneizaron y sonicaron durante 5 minutos. Se almacenaron a -20°C.
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Figura 1. Procesamiento de muestra de saliva. Descontaminacion, centrifugacion, evaporacion y

criopreservacion.

Procesamiento de lavado bucal (figura 2)

a.- Se transfirid el liquido de lavado bucal a un tubo de polipropileno de 50 ml a través de

una malla de 40 pm para remover residuos de comida.

b.- Se anadi6 un volumen igual de paraformaldehido al 2.5% y se incub6 durante 30 minutos.

c.- Se centrifugd a 2,000 rpm durante 15 minutos a 4°C y se elimind la solucion. Se

resuspendié el paquete celular en 1 ml de PBS y se almacend a 4°C hasta por 8 dias.

d.- Se contaron las células en la camara de Neubauer y se ajustd a 10,000 células por ml

(cuando fue necesario hacer disoluciones con PBS).
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e.- Se realiz6 una impronta por cytospin utilizando 100 pl de la muestra. Se etiqueto la
impronta con el codigo del sujeto, nimero de células y la fecha. Finalmente se utilizé el

Cytopro en el programa niimero 3, durante 2 minutos con aceleracion media.

CRETI

Fijacién delas N/

células y filtracion h o0
de la muestra @
l 3

= o
Paraformaldehido al
2.5% por 30 min =
PBS

Figura 2. Procesamiento de enjuague bucal. Filtracion de la muestra, fijacion de las células con
paraformaldehido al 2.5%, desecho de residuos al CRETI (corrosivo, reactivo, explosivo, toxico

ambiental e inflamable) y resuspension de células en PBS buffer (Phosphate-buffered saline).

f. Tincion de Wright y mieloperoxidasa a la impronta (figura 3)

Para la tincion con Wright, se agregaron 250 pl de la tincion de Wrigth y se dejo reposar 5
minutos. Posteriormente se agregaron 250 pl de agua pura y dejoé reposar 5 minutos mas. Se
retird el excedente, se enjuagd con abundante agua y se dejo secar. Para la tincion con
mieloperoxidasa, se agregaron 500 pl mieloperoxidasa, se dejo reposar 30 minutos. Se

enjuagod y se dejo secar totalmente. Se fij6 la muestra.



g.- Se evalud la celularidad y se contabilizo la presencia de neutréfilos con un microscopio

optico a 40X.

Vo i g .

Figura 3. Tincién de Wright y mieloperoxidasa para su posterior vista y conteo en el microscopio

optico.
4.- Cuantificacion de PGE2, LXA4, RvD1 y Marl de las muestras obtenidas (figura 4)

Se descongelaron las muestras y se realizaron los ELISAs correspondientes para cada analito
utilizando kits comerciales de la marca Cayman Chemicals, siguiendo las indicaciones del

fabricante y los resultados fueron reportados en pg/ml.
5.- Cuantificacion de RANKI y OPG en muestras de saliva.

Se realizo por ELISA utilizando kits comerciales (Enzo Biosciences e Invitrogen) siguiendo

las indicaciones del fabricante.
6.- Cuantificacion de IL-8 en muestras de saliva.

Se realiz6 por ELISA utilizando kits comerciales de la marca R&D siguiendo las indicaciones

del fabricante.
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Figura 4. Placa de 96 pozos para realizar los ensayos ELISA de cada metabolito.

7.- Evaluacion de disfuncidn celular en neutrofilos locales.

F) Numero necesario de sujetos de investigacion

Este estudio se disefio para un tamafio de muestra de 45 pacientes, divididos en los tres
grupos: de control, gingivitis y periodontitis. Fue preciso ajustar el tamafo de la muestra,

mas calculos se realizaron cuando se tuvieron los primeros resultados.

G) Criterios de inclusion y exclusion

Los criterios de inclusion para los pacientes:

Se reclutaron pacientes con diagnostico de enfermedad periodontal (segtn los criterios de la
American Academy of Periodontology) que se refirieron al servicio de estomatologia de los
servicios clinicos de suefo, tabaquismo y otorrinologia de 18-72 afos, hombres y mujeres,
pudieron tener multiples enfermedades sistémicas y pudieron o no ser fumadores. Para

participar los voluntarios debieron proporcionar su consentimiento por escrito.

Los criterios de exclusion para pacientes:

Se excluyeron a los individuos que presentaron las siguientes condiciones: enfermedad
autoinmune, menores de edad, enfermedades infecciosas de vias respiratorias altas,

seropositivos al VIH, consumo de anti-inflamatorios de manera regular, consumo antibidticos
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y antidepresivos, que estuvieran recibiendo tratamiento periodontal actualmente o que
hubiesen recibido tratamiento periodontal en los ultimos 6 meses fuera del INER, pacientes

embarazadas y pacientes que no proporcionaron su consentimiento por escrito.

Los criterios de inclusion para controles:

Se reclutaron individuos de 18-72 afios, hombres y mujeres, sin enfermedad periodontal,

pudieron o no fumar y pudieron o no tener diabetes.

Los criterios de exclusion para controles:

Fueron los mismos que los descritos para pacientes.

H) Captura, procesamiento y analisis

La captacion de pacientes e individuos de poblacion abierta y la toma de muestras clinicas se
realizé por los médicos especialistas del servicio de estomatologia. A todos se les invito a
participar voluntariamente en este protocolo de investigacion explicando los antecedentes y
los objetivos en lenguaje coloquial que les permitiera entenderlo. De aceptar debieron firmar
el consentimiento por escrito y se les aplicd cuestionarios estructurados para recabar
informacion personal y de salud. Para mantener su identidad en forma confidencial se les
asigné una clave. Toda informacién, incluyendo los resultados experimentales fueron
capturados en una base de datos haciendo uso de una computadora institucional y fueron
utilizados para el andlisis en el proceso de escritura. Los analisis estadisticos estuvieron a mi

cargo y las historias clinicas fueron responsabilidad de los médicos participantes del estudio.
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Actividades realizadas

En el periodo del 21 de agosto de 2023 al 21 de febrero de 2024 se realizo el reclutamiento
de pacientes, toma de muestra a los mismos, el procesamiento de cada muestra que implico
la descontaminacién y crio preservacion. Ademads, se cuantificaron metabolitos
proinflamatorios como: IL-8, nucleosomas, LTB4 y PGE2 en saliva, y neutréfilos en lavados
bucales. También se cuantificaron metabolitos pro-resolutorios: LXA4, RvD1 y Marl en
saliva, todos utilizados como biomarcadores. Asi mismo, se cuantificaron metabolitos de
resorcion dsea y osificacion en saliva, como: RANKL y OPG. Por tltimo, se analizaron los
datos obtenidos generando bases de datos, realizando graficas y pruebas estadisticas para la

escritura del informe final.

Metas alcanzadas

Se cumpli6 el objetivo general del proyecto al 100%, ya que se pudo determinar la asociacién
de la fisiopatologia y el control de la enfermedad periodontal con ayuda de los objetivos
particulares que también se cumplieron, midiendo todos los biomarcadores respectivamente
como indicadores de resorcion 6sea, homeostasis 6sea, inflamacion, dafio tisular y resolucion

de la inflamacion asociados a la severidad.

Resultados y conclusiones

Indicadores de inflamacion

No se encontraron diferencias significativas al realizar las pruebas estadisticas, sin embargo,
estos resultados sugieren que la enfermedad periodontal se acompafia de mayor

reclutamiento de neutroéfilos y un mayor dafio tisular.
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Indicadores de resolucion de inflamacion

Tampoco se encontraron diferencias significativas pero los resultados sugieren que la
presencia de RvD1 estd inducida en una etapa temprana del dafio periodontal, mientras que

Marl se observa en la parte severa de la misma.
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Indicadores de homeostasis 6sea

Los resultados de homeostasis 0sea sugieren un mayor desgaste del hueso en la etapa inicial
del dafio periodontal arrojando valores altos de PGE2 ya que induce la resorcion, mientras
que los niveles altos de OPG en periodontitis y en controles son debido al regreso de la

homeostasis.
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sujetos con el periodonto sano y los pacientes con periodontitis.
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2. El grupo de individuos con gingivitis parece ser distinto, pero el tamafio de la muestra

no permite comprobarlo.

3. Serd necesario evaluar todos los factores presentes en el grupo heterogéneo de
individuos que integran cada grupo para determinar su contribucion en la patologia

periodontal.

Recomendacion

Se recomienda ampliar los grupos de estudio para que las pruebas estadisticas arrojen mejores
resultados, también se recomienda agregar algunos criterios o caracteristicas clinicas de los
pacientes como talla y peso o indice de masa corporal (IMC), especificar el grado de
periodontitis de los pacientes que la padecen y determinar de manera contundente los criterios
de inclusion o exclusion de los participantes, asi como tener grupos homogéneos en cuanto

a la edad y al sexo para que no sean un factor para que los resultados se vean afectados.

En cuanto al procesamiento de la muestra se recomienda medir los niveles de proteasas en
las muestras de saliva para determinar su viabilidad cuando se realicen los ensayos ELISA,
de igual forma se recomienda establecer el tiempo méaximo para realizar las pruebas en los

biomarcadores para que el tiempo no sea un factor para considerar.

Por tultimo, se recomienda continuar la investigacion y el trabajo en el laboratorio para poder
usar esta herramienta en futuras investigaciones para dar solucion a distintos problemas de

salud.
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Anexos

Tabla 1. Caracteristicas demograficas y clinicas de los participantes del estudio.

Caracteristicas Sanos, n=10 Gingivitis, n=10 |Periodontitis, n=11
Sexo, Hombre, n (%) 6 (60) 2 (20) 6 (54.54)
Edad, afios, mediana (rango) 30.5(20-72) 33 (18-57) 54 (26-70)
DT2, Si, n (%) 0(0) 0(0) 1(9.09)
Asma, Si, n (%) 0(0) 1(10) 0(0)
SAQOS, Si, n (%) 0 (0) 0(0) 2(18.18)
EPOC, Si, n (%) 0(0) 0(0) 1(9.09)
Enfermedad Interticial, Si, n (%) 0(0) 0(0) 0(0)
Otras, Si, n (%) 1(10) 2 (20) 6 (54.54)
Fuma, Si, n (%) 0(0) 1(10) 0(0)
Cepillado, veces por dia, mediana (rango) 2.5(2-4) 2 (1-4) 2 (2-3)
Hilo dental, Si, n (%) 4 (40) 3(30) 2 (18.18)
Enjuague bucal, Si, n (%) 4 (40) 1(10) 2 (18.18)
Cepillo propio, Si, n (%) 10 (100) 10 (100) 11 (100)
Cambio de cepillo, frecuencia, mediana (rango) |3 (2-4) 2 (1-4) 4 (1-6)
Limpieza de lengua, Si, n (%) 8 (80) 8 (80) 7 (63.63)
Pescado Si, n (%) 6 (60) 6 (60) 10 (90.90)
Semillas Si, n (%) 7 (70) 5 (50) 10 (90.90)
Pan, Sin (%) 10 (10) 10 (100) 10 (90.90)
Caramelos y chocolate, Si n (%) 80 (80) 5 (10) 9(81.81)
Café Si, n (%) 9 (90) 9 (90) 10 (90.90)
Refrescos, Sin (%) 6 (60) 8 (80) 9(81.81)
Bebidas alcoholicas, Sin (%) 4 (40) 2 (20) 7 (63.63)




Tabla 2. Caracteristicas demograficas y clinas de hombres y mujeres con periodonto sano

Caracteristicas

Hombres, n=9

Mujeres, n=14

Edad, afos, mediana (rango) 26(22-72) 48.5 (20-64)
Comorbilidades

DT2, Si, n (%) 0(0) 0(0)
Asma, Si, n (%) 0(0) 0(0)
SAQS, Si, n (%) 0(0) 0(0)
EPOC, Si, n (%) 0(0) 0(0)
Enfermedad Interticial, Si, n (%) 0(0) 0(0)
Otras, Si, n (%) 1(11.11) 2(14.28)
Fuma, Si, n (%) 2(22.22) 4(28.57)
Cuidado dental

Cepillado, veces por dia, mediana (rango) 2(1-4) 3(2-3)
Hilo dental, Si, n (%) 4 (44.44) 7 (50)
Enjuague bucal, Si, n (%) 3(33.33) 7 (50)
Cepillo propo, Si, n (%) 9(100) 14 (100)
Cambio de cepillo, frecuencia, media (rango) |4 (2-4) 4(1-4)
Limpieza de lengua, Si, n (%) 7(77.77) 13(92.85)
Consumo de alimentos

Pescado Si, n(%) 6 (66.66) 12 (85.71)
Semillas Si, n(%) 9 (100) 11 (78.57)
Pan, Sin(%) 8 (88.88) 13 (92.85)
Caramelos y chocolate, Sin(%) 9 (100) 13 (92.85)
Café Si, n(%) 7(77.77) 13 (92.85)
Refrescos, Sin(%) 4 (44.44) 11(78.57)
Bebidas alcoholicas, Si, n(%) 7(77.77) 9(64.28)
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