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RESUMEN

Con el objetivo de estudiar el Ambiente redox salival del paciente con enfermedad
periodontal inflamatoria y el paciente sano desde el punto de vista periodontal, fue
realizado un estudio observacional, transversal y de casos y controles en Pinar del
Rio, de Julio 2006 a Julio 2007. El universo lo constituyeron 35 individuos; no se
aplicé muestreo; se conformaron dos grupos,"Estudio”, que incluyé pacientes
afectados periodontalmente, y "Control", que incluyd pacientes sanos
periodontalmente; a ambos se les realizdé un interrogatorio y un examen bucal; los
datos fueron registrados en un Cuaderno de Recogida de Datos; se les recogié una
muestra de saliva, la cual fue refrigerada a -20°C hasta el momento de la
realizacion de las determinaciones bioquimicas en el analizador automatico



HITACHI. Para el procesamiento estadistico se aplico la prueba de Outliers, ensayos
de Shapiro, Wilks, se aplicé la prueba T de student y coeficiente de correlacion de
Pearson; el nivel de significacion estadistica empleado fue p<0,05. Se comprob¢ la
existencia de un desequilibrio en el Ambiente redox del paciente enfermo respecto
al sano. Se encontraron valores medios significativamente mas altos de Productos
Avanzados de Oxidacién de Proteinas en los pacientes "Estudio" respecto a los
"Control" y valores medios significativamente mas altos en la Capacidad Reductora
del Hierro Férrico en los pacientes "Control" respecto a los "Estudio". Se determino
que las variables de mayor valor diagnostico para la enfermedad periodontal son
los Productos Avanzados de Oxidacion de Proteinas y la Capacidad Reductora del
Hierro Férrico.
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ABSTRACT

Aimed at studying Salivary Redox Environment of the patient suffering from the
inflammatory periodontal disease and healthy patients from the periodontal point of
view an observation, cross-sectional, a cases and controls study was carried out
during July 2006-June 2007 in Pinar del Rio. The universe was comprised of 35
individuals; no sampling was applied; and two groups were formed, “Study” which
included affected patients and “Control” periodontally healthy patients. Both
groups were interviewed and a oral and dental examination was performed. Data
were collected in a Data Processing Notebook. A sample of saliva was taken and
kept refrigerated at -20° C to conduct a biochemical analysis with a HITACHI
automatic analyzer. The statistical process outliers values, Shapiro-Wilks,
Students’s test, Pearson ‘s correlation coefficient were calculated, all of them at 95
% of certainty. The existence of an imbalance in the Patient’'s Redox Environment
respect to healthy patients was observed. Mean values were significantly higher
than the Avanced Products of Protein Oxidation in the patients of the “Study”
respect to those in “Control” and mean values were significantly higher in the
Reducing Capacity of the Ferro-Iron in “Control” patients compared with “Study”,
determining that the Advanced Products of Protein Oxidation and the Reducing
Capacity of the Ferro-Iron were the variables of the major diagnostic value for
periodontal disease.

Key words: Oxidative stress; Periodontal disease; saliva.

INTRODUCCION

La vida en la tierra surgié en una atmédsfera reductora; al aparecer las algas
fotosintéticas, el oxigeno formado por éstas permitio el desarrollo de organismos



que utilizaban esta molécula para la obtencién de energia. Mas del 95% del oxigeno
consumido por los organismos aerobios es reducido a agua y un pequefo por ciento
es reducido a Especies Reactivas del Oxigeno (ERO).!

Se puede considerar Ambiente redox a la relacidn existente entre agentes
antioxidantes y pro-oxidantes que al romperse conduce al Estrés Oxidativo (EOx).

Para poder comprender el fenémeno del EOx se debe conocer qué son los radicales
libres (RL), de dénde proceden y cdmo actlan. Se considera un RL aquella molécula
que en su estructura atdmica presenta un electrén desapareado o impar en el
orbital externo, dandole una configuracion espacial que genera una alta
inestabilidad. Existen muchas fuentes de RL, entre ellas: las mitocondrias, y los
leucocitos polimorfonucleares (PMN).? 3

Por su parte las Especies Reactivas del Oxigeno (ERO) incluyen a los RL
propiamente dichos y a las moléculas derivadas del oxigeno que tengan una alta
capacidad reactiva, que son las especies no radicalarias. Dentro de las especies
radicalarias de mayor interés desde el punto de vista biolégico estan el anidn
radical superdéxido (O,7), radical hidroxilo (‘OH), 6xido nitrico (‘"NO), entre otras.
Dentro de las especies no radicalarias se encuentran el acido hipocloroso (HOCI),
perdxido de hidrédgeno (H,0,), y el oxigeno singlete (*0,).}

Los RL se forman en condiciones fisioldgicas en proporciones controlables por los
mecanismos defensivos de las células. Son una herramienta defensiva
antimicrobiana y antitumoral del sistema inmunoldgico; pueden actuar como
mensajeros e inductores genéticos; participan en el tono de contraccidon de la
musculatura lisa de los vasos, etc. Pero ademas tienen un efecto en el dafio tisular
y su relacion con la enfermedad. Estos reactivos pueden alterar directa o
indirectamente varios mecanismos celulares y fisioldgicos al actuar sobre lipidos,
ADN, y proteinas.

En ciertas situaciones patologicas, la produccion de RL se incrementa
sustancialmente ingresandose al estado de Estrés Oxidativo (EOx). Se considera
EOx al desbalance a corto y/o largo plazo del equilibrio entre antioxidantes y pro-
oxidantes que provoca efectos adversos o desregulacién de procesos fisioldgicos y
mecanismos de sefalizacion a consecuencia de favorecer los procesos de pro-
oxidacién u obstaculizar los mecanismos antioxidantes.* En la actualidad existen
controversias sobre si el EOx es la causa o la consecuencia de las enfermedades, es
probable que algunas enfermedades sean causadas por perturbaciones en los
factores que regulan la produccién de ERO.Y 2 El EOx se puede producir por un
exceso de sustancias pro-oxidantes, deficiencia de agentes antioxidantes o por
ambos factores a la vez.?

El EOx produce dafio tisular directo e indirecto, entre los dafios directos se
encuentran los siguientes: peroxidacion lipidica, oxidacion de proteinas, alteracion
del ADN, etc. El dafio indirecto consiste en que el EOx produce una activacién de los
factores de la transcripcion de los genes redox, lo que provoca la produccion de
gran variedad de citocinas proinflamatorias.?

Halliwell define como antioxidante a toda sustancia que hallandose presente a bajas
concentraciones respecto a las de un sustrato oxidable (biomoléculas), retarda o
previene la oxidacion de dicho sustrato. El antioxidante al colisionar con el RL le
cede un electréon oxidandose a su vez y transformandose en un RL débil, no tdxico.
No obstante no todos los antioxidantes actlan de esta manera. Los antioxidantes
se pueden clasificar en exodgenos, cuando ingresan a través de la cadena
alimentaria: vitamina E, C, flavonoides etc., enddgenos, cuando son sintetizados



por la célula: glutation, enzimas como superdxido dismutasa (SOD), catalasa
(CAT), y sus cofactores: selenio, hierro, cobre, zinc, manganeso.?

La Enfermedad Periodontal Inflamatoria (EPI) engloba a un conjunto de
enfermedades que se caracterizan por afectar a los tejidos que sostienen vy
protegen al diente: encia, ligamento alveolo-dentario, cemento radicular y hueso
alveolar. Constituye la segunda causa de la pérdida de dientes y en su forma mas
destructiva afecta aproximadamente al 10 % de la poblacién mundial.

La EPI comienza con una afeccion de la encia denominada «gingivitis» que puede o
no extenderse a los tejidos mas profundos y dar lugar a la « periodontitis ». Esta
Gltima se caracteriza por pérdida 6sea y movilidad, que pueden conducir finalmente
a la pérdida del diente. Existe un creciente interés por definir aquellos elementos de
la respuesta del huésped que aumentan la susceptibilidad a la EPI y entre ellos esta
el papel del EOx en esta enfermedad.’

La sobre activacion de PMN con la consecuente formaciéon de ERO, el efecto de
proteasas y citocinas y la disminucion de la capacidad antioxidante sistémica y de la
saliva inciden decisivamente en la gravedad de las periodontopatias.

Todas las formas de peridontitis en humanos son producidas por bacterias que
colonizan el diente cerca del margen gingival. Existen mecanismos de defensa local
ante el ataque de estas bacterias, pero el mas importante es la accién de los PMN.®
Por otra parte, la enfermedad periodontal activa los mismos mecanismos de
defensa sistémicos que cualquier otra infeccion en el organismo, mientras su
activacion proporciona defensa contra los m.o.s los mismos sistemas participan en
la destruccion de los tejidos del huésped. Se considera que la fuente primaria de
ERO en esta enfermedad es el «estallido respiratorio» de los PMN activados. Bajo
ciertas condiciones, los factores locales (calculo, placa, m.o.s) conducen a la
migracion de los PMN de la gingiva y el fluido gingival y provocan una ruptura de
los tejidos blandos del periodonto, inducida por las ERO generadas por PMN
activados. El proceso de peroxidacion lipidica, la oxidacién de grupos funcionales de
aminoacidos de la matriz extracelular y la despolimerizacion de las cadenas
constituidas de glucosaminoglucano por la acciéon de las ERO, representa el
mecanismo desencadenante en el desarrollo de cambios morfofuncionales en el
periodonto y sus vasos sanguineos, como resultado final tienen lugar la destruccion
del coldgeno y la reabsorcién del tejido dseo’'*).Muchas células inflamatorias,
fibroblastos, células endoteliales vasculares y osteoclastos también producen ERO.>

Los PMN del fluido gingival y también los periféricos de los pacientes con diferentes
formas de periodontitis producen una mayor cantidad de radical superdxido y por lo
tanto tienen una respuesta oxidante incrementada con relacién a los de los
controles sanos. Algunos estudios han demostrado que paralelamente existe un
nivel de defensa antioxidante similar al de los controles y por tanto el efecto
protector o destructivo de los PMN pudiera asociarse a la capacidad de respuesta
antioxidante de los tejidos frente a un EOx. Las ERO también son capaces de
incrementar la reabsorcidon odsea. Estudios recientes sugieren que no estan
directamente involucradas en la reabsorcion, sino que juegan un papel importante
en la activaciéon de los osteoclastos fundamentalmente a través del incremento de
su formacién.> ' 1°

En su conjunto estos datos permiten plantear que la participacion del EOx en esta
enfermedad es un hecho. De una parte, los factores etioldgicos generales provocan
una disminucion de las defensas antioxidantes y por otra parte, los factores
etioldgicos locales en intimo contacto con la encia, provocan la migracién y
activacion de los PMN. En estas condiciones, la liberacion de ERO que provienen de



PMN y otras células inmunoldgicas conduce a dafios oxidativos a biomoléculas que
desencadenan cambios morfofuncionales en el tejido que conforma el periodonto y
SUS vasos.

La saliva es uno de los elementos que constituye un mecanismo de defensa
antioxidante ante el ataque de los radicales libres, en estudios realizados por
DiabLadski (2003) se comprobd que la saliva de los pacientes sanos es de un 40 a
un 50% mas efectiva en su actividad antioxidante que la de los enfermos
periodontalmente, dando como principal conclusion de su estudio que la
enfermedad periodontal estd asociada con un desbalance entre oxidantes vy
antioxidantes a favor de los oxidantes debido a un incremento en la produccién de
los radicales libres y un defecto en la actividad antioxidante de la saliva. **

Con el objetivo de estudiar el Ambiente redox de la saliva del paciente con
enfermedad periodontal inflamatoria y el paciente sano desde el punto de vista
periodontal, e identificar las variables redox de mayor valor diagndstico en la
enfermedad periodontal es que es disefiado este estudio.

MATERIAL Y METODOS

Fue realizado un estudio observacional, transversal y de casos y controles en el
municipio Pinar del Rio, en el periodo de Julio de 2006 a Julio de 2007, del total de
51 individuos estudiados, 16 fueron excluidos por alteraciones de las muestras o al
eliminar valores aberrantes, por lo que el universo qued6 constituido por 35
individuos, 24 en el grupo "Estudio" (pacientes afectados por Enfermedad
periodontal inflamatoria) y 11 en el grupo "Control" (pacientes sanos desde el
punto de vista periodontal). Quedaran incluidos tantos pacientes como sean
necesarios, sin importar género, etnia o edad, que estén sanos desde el punto de
vista periodontalo padezcan padeciande Enfermedad Periodontal Inflamatoria en
alguna de sus manifestaciones, (Gingivitis, periodontitis cronica del adulto o algun
tipo de periodontitis agresiva). Quedaran excluidos todos aquellos pacientes que no
estén de acuerdo en pertenecer a la investigacion, que en el momento de la toma
de muestra presentaen algun proceso respiratorio, pacientes con Tuberculosis, con
VIH, o alguna alteracion bucal en general no relacionada con las patologias en
estudio.

A ambos grupos ("Estudio" y "Control") luego de haber dado su consentimiento
informado por escrito, se les realizé un interrogatorio y un examen bucal detallado
con la utilizacidon de un espejo bucal, explorador y sonda periodontal; el diagnédstico
se realizd por el examen clinico y por el estudio radiografico; los datos fueron
registrados en un Cuaderno de Recogida de Datos donde se recogieron los datos
generales, los habitos toxicos, los antecedentes patoldgicos, las terapias
medicamentosas y el estado periodontal.

Posteriormente el paciente deposité la muestra de saliva en un bulbo, el cual se
tapo y se mantuvo a temperatura de refrigeracidon; en un tiempo menor a las 24
horas se tomo6 una muestra de saliva (1 mL) y se diluyé en 1 mL de agua destilada
y se colocd en 2 viales 1mL de esa saliva diluida; esto se congeld en refrigerador
doméstico por un tiempo no mayor de una semana y después se llevdo a un
refrigerador de -20 grados hasta el momento de la realizacion de las
determinaciones bioquimicas.

Se monto la técnica para la determinacion del estado redox de la saliva en el
analizador automatico HITACHI del IFAL (Instituto de Farmacia y Alimentos), donde
se determinaron los siguientes parametros: GSH (Glutation Reducido), PAOP
(Productos Avanzados de Oxidacion de Proteinas), MDA (Malonildialdehido), SOD



(Superdxido Dismutasa), FRAP (Capacidad Reductora del Hierro Férrico), ROOH
(Organoperdxidos Totales), PP (Potencial de Peroxidacion), y Proteinas
totales/SOD; técnicas estas aprobadas por el CEIEB (Centro de Estudio para las
Investigaciones y las Evaluaciones Bioldgicas); los valores fueron recogidos en el
Cuaderno de Recogida de Datos de cada paciente.

El analisis estadistico se inicié con la prueba de Outliers para detectar valores
aberrantes; posteriormente se comprobd la normalidad (ensayos de Shapiro, Wilks
o Kolmogorov-Smirnov) seguido por la prueba de homogeneidad de varianza
(Levene). Para determinar la existencia de diferencias entre grupos se utilizd la
prueba T de student. El nivel de significacion estadistica empleado en todos los
casos fue p<0,05. El estudio de relacidon entre las variables se realiz6 mediante el
analisis de la correlacion lineal. Se reportd el coeficiente de correlacion de Pearson.
Los datos fueron procesados con el paquete estadistico STATISTICA Version 6.0
para WINDOWS.

RESULTADOS

En la figura 1 se muestra la distribucién de la media de los valores PAOP segun
estado periodontal. De las tres variables que representan dafio oxidativo (PAOP,
MDA y ROOH), la variable PAOP fue la que varid significativamente (p<0,05) en la
saliva de los pacientes sanos (media de PAOP=0,068) con respecto a los enfermos
periodontalmente (media de PAOP=0,158).
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Figura 1. Distribucian de la media de los walores de Productos Avanzados de Oxidacion de

Proteinas (PAOP) segun estado periodontal. p=0,02533.

En la figura 2 se muestra la distribucion de la media de los valores FRAP segun
estado periodontal. De las variables que representan capacidad antioxidante total
(PP y FRAP), la variable FRAP fue la que varid significativamente (p<0,05) en la
saliva de los pacientes sanos (media de FRAP=1,841), con respecto a los enfermos
periodontalmente (media de FRAP=1,149), en los pacientes sanos la capacidad
antioxidante de la fase acuosa, que es la que predomina en la saliva, resulto ser
superior a la de los enfermos periodontalmente.
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Figura 2. Distribucion de |a media de los valores de |la Capacidad Reductora de Hierra Férrico

{FRAP) segun estado periodontal. p=0,00952,

En cuanto a la actividad de las enzimas antioxidantes, el valor de CAT/SOD fue mas
bajo en el enfermo periodontal (media de CAT/SOD=0,0000044), que en el
paciente sano (CAT/SOD=0,0000071) y aunque la diferencia no fue significativa
(p>0,05), hubo variacidn respecto al valor de los individuos sanos.

La distribucién de la media del resto de los valores de las variables redox en los
grupos "Estudio" y "Control" se muestra en la tabla 1; no se obtuvieron diferencias
significativas entre ambos grupos en ninguna de las determinaciones realizadas.



Tabla 1. Distribucion de la media de |los wvalores de las oftras wvariables redox en los grupos

"Estudio” v “Control”,

Estudio Control
Yariable redox Desw, Deswy. ]
Media Media
Estandar Estandar
GSH fmg-L! 1,497 0,541 1,224 0,674 0,40940
ROOH Akl 0,25 0,138 0,193 0,093 0,21302
MDA /bl 14,425 4,411 13,719 6,591 0,77011
PP/ pbd 12,929 4,591 12,395 5,612 0,22828
sSoD Al omin! 163,017 73,115 165,686 Eg,032 0,91179
CAaT AlL vmin 874,123 751,704 210,78 LE7,7B1 0,78623

Al realizar la asociacion entre las variables redox entre pacientes "Estudio" y
"Control" se detectd en este estudio una correlacidn lineal de Pearson positiva entre
las variables MDA y PP tanto en individuos del grupo "Estudio" como los del grupo
"Control" con un cr=0,997 en el estudio y cr=0,0995 en el "Control". Por su parte
en los pacientes "Control" hay también una correlacién positiva entre las variables
CAT y CAT/SOD con un cr=0,830, correlacidon ésta que se pierde en los pacientes
"Estudio", lo que se debe a variaciones en la actividad de la CAT durante la
enfermedad.

No se considerd util analizar en este estudio la relacion entre las variables redox y
los habitos toxicos debido a que no hubo representatividad en el universo de
estudio de este tipo de habitos, tampoco se considerd Util la comparaciéon con la
ingesta de medicamentos debido a la gran variabilidad de los mismos vy
combinaciones entre ellos.

DISCUSION

En los pacientes enfermos periodontalmente los valores de PAOP fueron un poco
mas del doble de los pacientes sanos lo que estd demostrando que en estos
pacientes hay un gran dafo oxidativo (clorinacién de proteinas) y por tanto son los
valores PAOP representativos del dafio oxidativo de los tejidos periodontalmente
enfermos. Por su parte en los pacientes sanos la capacidad antioxidante (FRAP) de
la fase acuosa, que es la que predomina en la saliva, resultd ser superior a la de los
enfermos periodontalmente. Los valores de PAOP y FRAP variaron de forma
significativa entre ambos grupos, con valores de p<0,05 en ambos casos. Chapple
(2006), Mashayekhi y col. (2005), Panjamurthy y col. (2005), Brock y col. (2004) y
Diab Ladki y col. (2003), en sus estudios encuentran también diferencias



significativas en los valores medios de estas dos variables entre pacientes sanos y
periodontalmente afectados. * **7

Al analizar la actividad de las enzimas antioxidantes, en los enfermos el valor de
SOD fue mas alto que en los sanos, debido al acumulo de H,0, que indica dafno a
los tejidos. Akalin y col. (2005) en su estudio tampoco encuentran diferencias
significativas entre el grupo de individuos con periodontitis crénica y los controles
sanos, la posible explicacion a estos hallazgos estd en el hecho de que la SOD
presenta una mayor actividad en el interior de células y tejidos y no tanto en los
fluidos extracelulares.®

Se puede concluir por estos resultados que en la enfermedad periodontal
inflamatoria hay una disminucion de la capacidad antioxidante de la fraccion acuosa
de la saliva y por tanto se favorecen los procesos de oxidacién de proteinas debido
a que el propio proceso inflamatorio consume los antioxidantes presentes en la
misma para amortiguar la superproduccion de ERO que resulta del proceso
inflamatorio.

La distribucidn de la media del resto de los valores de las variables redox no mostré
diferencias significativas entre ambos grupos ("Estudio" y "Control") en ninguna de
las determinaciones realizadas, sin embargo Chapple y col. (2007), Borges y col.
(2002), Akalin y col. (2007) y Mashayekhi y col. (2006) encuentran diferencias
significativas también en otras variables como el MDA.'®?! panjamurthy y col.
(2005) y Tsai y col. (2005) también difieren con los resultados de este estudio al
encontrar valores significativamente mas bajos de GSH en enfermos que en sanos
desde el punto de vista periodontal, sin embargo Borges y col. (2007) al igual que
este estudio no encuentran esas diferencias.!” 2% 1°

Al realizar la asociaciéon entre las variables redox entre pacientes "Estudio" y
"Control" se detectd en este estudio una correlacidn lineal de Pearson positiva entre
las variables MDA y PP tanto en individuos del grupo "Estudio" como los del grupo
"Control", lo que demuestra que en la medida que hay un mayor dano a lipidos se
incrementa el valor de PP que esta relacionado con una menor disponibilidad de
antioxidantes en la fase lipidica.

Los resultados indican que la oxidacion de proteinas juega un papel fundamental en
la enfermedad periodontal. En este sentido se puede destacar que la variable PAOP
tiene un valor diagnodstico de gran relevancia. Esta variable es un biomarcador que
relne varias caracteristicas que lo acercan a un biomarcador ideal (se calcula a
partir de una muestra no invasiva, en este caso la saliva, su determinacion es de
bajo costo, su magnitud guarda relacion con la intensidad del proceso inflamatorio,
entre otras). Se debe destacar que es la primera vez que se hace la determinacion
de PAOP en saliva. Los valores FRAP mostraron gran variabilidad entre los pacientes
sanos y enfermos, constituyendo también una variable de elevado valor
diagndstico.

1. Se comprobd la existencia de un desequilibrio en el Ambiente redox del
paciente enfermo respecto al sano.

2. Se encontraron valores medios significativamente mas altos de en los
pacientes con enfermedad periodontal inflamatoria que en los pacientes
sanos.

3. Se encontraron valores medios significativamente mas altos en la RHF en los
pacientes sanos respecto a los afectados por enfermedad periodontal
inflamatoria.

4. Existié asociacion positiva entre las variables Malonildialdehido y Potencial
de Peroxidacion tanto en los pacientes sanos como en los enfermos



periodontalmente, lo que indica que cuando disminuye la capacidad
antioxidante de la saliva se incrementa la oxidacion de los lipidos.

5. Se determindé que las variables de mayor valor diagndstico para la
enfermedad periodontalson los (PAOP) y la RHF(FRAP).
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