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RESUMEN

La saliva total humana es un fluido que presenta funciones importantes de
digestion, gusto, lubricacion de la mucosa bucal y actividad antibacteriana. Es una
mezcla compleja de electrolitos como, ca®*, PoO,* y de proteinas como,
inmunoglobulinas y enzimas. En los Ultimos afios se ha incrementado el interés en el
andlisis de saliva como herramienta de diagnostico en enfermedades sistémicas,
determinacion de drogas y enfermedades bucales como la enfermedad periodontal (EP).
La EP, se caracteriza por una marcada respuesta inflamatoria en los tejidos de soporte
del diente, con la formacién de un saco periodontal, que lleva a la pérdida del hueso
alveolar y eventualmente a la pérdida del diente. Existen diferentes formas de la EP,
pero aqui nos enfocaremos especificamente en la periodontitis crénica (PC) y
periodontitis agresiva (PA). En la PC ocurre la inflamacion crénica de las encias y
formacién de sacos periodontales. La PA difiere de la forma crénica por la rapidez de la
progresién de la pérdida de insercion del diente y de hueso alveolar. La deteccion de
estas enfermedades se realiza a través de la determinacion de la profundidad del saco
periodontal por sondaje, examenes clinicos y radiograficos, que no permiten
identificar pacientes con mayor riesgo o el grado de actividad de la enfermedad. El
objetivo de este trabajo es comparar concentraciones de proteinas salivales, perfiles
electroforéticos y concentraciones de Ca”* salival en pacientes con PC y PA. Previo
consentimiento informado, participaron 31 individuos para la determinacién de proteinas,
clasificados en los grupos: Control (C): 13, con PC: 11, con PA: 7. Antes de obtener las
muestras de saliva, los pacientes estuvieron, al menos dos horas, sin comer, beber, ni
realizar método de higiene bucal alguno. La concentracién de proteinas se determiné
mediante el método de Lowry y col. (1951). La electroforesis en gel de poliacrilamida se
realiz6 segun el método de Laemmli (1970). Al aplicar la prueba de Fisher la
concentracién de proteinas del grupo de adultos con PC (4,5 + 1,8 mg/mL) fue mayor en
comparacion con el grupo C (3,4 + 0,77 mg/mL) y de igual forma ocurre con la
concentracién de proteinas del grupo de adultos con PA (4,7 + 0,69 mg/mL),
encontrandose diferencias significativas entre las condiciones de EP en relacion con el
grupo C (PC.= p <0,05; PA.= p< 0,05). Al comparar entre las condiciones de EP, la PA
presenta un promedio mayor de la concentraciéon de proteinas en comparacién con el
grupo de PC, sin embargo no se encontraron diferencias significativas entre ambos
grupos (p > 0,05). Los perfiles electroforéticos muestran diferencias entre los grupos en
proteinas de baja masa molecular. Para la determinacién de Ca*" salival la cual se
realizé con una modificacion del método colorimétrico con orto-cresolftaleina complexona
(Connerty y Briggs, 1966), participaron 88 individuos, clasificados en los grupos C: 44.
PC: 34. PA. 10. Al aplicar la prueba de Fisher la concentracion del grupo de adultos con
PC (1 + 0,45 mmol/L) es mayor en comparacion con el grupo C (0,97 + 0,45 mmol/L) y
mayor que los adultos con PA (0,92 + 0,34 mmol/L), no se encontraron diferencias
significativas entre el grupo C y el grupo con EP. De igual forma no se encontraron
diferencias significativas entre las condiciones de PC y PA.
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INTRODUCCION

La saliva entera es una mezcla compleja de fluidos que provienen de las
glandulas salivales mayores y menores y del fluido gingival crevicular, también
contiene bacterias bucales y restos de alimentos (Humphrey y Williamson, 2001). Es
un fluido bucal incoloro, hipoténico y ligeramente &cido, que posee importantes
funciones, participando en la formacion del bolo alimenticio, humedeciendo los
alimentos, y luego juega un papel clave en el inicio de la digestién ya que a través
de la enzima a-amilasa digiere el almidon de los alimentos (Chiappin, 2007).

El 99% de la saliva es agua, mientras que el 1% restante esta constituido
por moléculas organicas e inorganicas (Puy, 2006). Este fluido esta involucrado en
el mantenimiento de la salud bucal ya que participa en la lubricacién y proteccién de
los tejidos bucales, posee capacidad amortiguadora, mantiene la integridad del
diente, tiene actividad antimicrobiana y juega un papel importante en el gusto y la
digestion (Humprey y Williamson, 2001).

La cantidad y composicidon de saliva humana secretada depende de varios
factores tales como la tasa de flujo, el ritmo circadiano, tipo y tamafio de las
glandulas salivales, duracion y tipo de estimulacion, dieta, medicamentos, edad,
género, tipo de sangre y estado fisiolégico (Motemayel, 2010).

El término “saliva entera” o “total” es utilizado para describir la combinacion
de fluidos presentes en la cavidad bucal provenientes de las glandulas salivales,
fluido gingival crevicular, bacterias, células epiteliales desprendidas y restos de

alimentos (De Almeida y col., 2008).



Glandulas salivales

Las glandulas salivales pueden clasificarse segun su tamafio (mayores y
menores) y seglin sus secreciones (serosas, mucosas y mixtas). Los tres pares de
glandulas mayores son las par6tidas, las submandibulares y las sublinguales y son
las responsables de la secrecién de la mayor parte de la saliva (Figura 1). Existen
numerosas glandulas salivales menores que se encuentran dispersas por toda la
mucosa bucal, distribuyéndose como glandulas labiales, bucales, palatolinguales,
palatinas y linguales (Berkovitz y col., 1995).

Las unidades secretoras de las glandulas salivales estan representadas por
grupos de células llamadas acinos que conforman el adenémero, los cuales vierten
su secrecién a la cavidad bucal por medio de un sistema de conductos excretores
(Ferris, 2009).

La estimulacion de los nervios parasimpaticos causa la liberacion de agua e
iones, pero no de proteinas; mientras que la estimulacion de los nervios simpaticos
produce la liberacion de proteinas empaquetadas dentro de las células acinares.
Los nervios auténomos parasimpaticos y simpaticos regulan la actividad de

secrecion de la glandula salival (De Almeida y col., 2008).



Glandula salival Parétida

Ducto Parotidal

Musculo Masetero

Mucosa

Conducto Sublingual
Conducto Submandibular
Glandula salival Sublingual

Mas culo Milohioideo

Glandula salival Submandibufar

Figura 1 : Glandulas salivales. Modificado de
http://academic.kellogg.edu/herbrandsonc/bio201_mckinley/Digestive%20System.htm. [Consulta: 10 de
Abril de 2010].

Glandulas parétidas

Son las mas grandes de las glandulas salivales mayores, estan situadas por
debajo y por delante del oido, cuyo conducto excretor desemboca en la cavidad
bucal. Las células secretoras de estas glandulas son serosas, es decir, que su

producto de secrecibn es rico en proteinas (Ross y col., 2004).

Glandulas submandibulares

Son un par de glandulas mas o menos grande, ubicadas debajo del piso de
la boca, una de cada lado, cerca de la mandibula. Son glandulas mixtas, es decir,
estan formadas por acinos serosos y mucosos, el producto de secrecién de estos

ultimos es la mucina, que es una mezcla de glucoproteinas (Ross y col., 2004).



Glandulas sublinguales

Son las mas pequefias de las glandulas salivales mayores, son pares. Estan
situadas en el piso de la boca, en posicién anterior con respecto a las glandulas
submandibulares. Poseen multiples conductos excretores pequefios que
desembocan en los conductos de Wharton. Predominan los acinos mucosos y
presentan pocas células serosas, en forma de semiluna también conocidas como

glandulas de Von Ebner (Ross y col., 2004).

Formacion de la saliva

Las glandulas salivales estan compuestas por células epiteliales
especializadas, y su estructura puede ser dividida en dos regiones especificas: La
region acinar y ductal. La region acinar es donde el fluido es generado y la mayoria
de la sintesis y secrecion de proteinas se lleva a cabo. Los aminoacidos entran en
las células acinares por transporte activo y luego de la sintesis intracelular de
proteinas la mayoria son almacenadas en forma de granulos que son liberadas en
respuesta a una estimulacion (Kaufman y Lamster, 2002).

La formacién de la saliva ocurre en el acino y luego es modificada al pasar
por los ductos. La secrecion es formada activamente por el movimiento de iones de
sodio y cloruro hacia el lumen, creando un gradiente osmético que permite el paso
del agua. Otros componentes acinares son afiadidos aqui, antes de que el fluido

entre al ducto, donde el sodio es reabsorbido (el cloruro pasa pasivamente para



mantener el equilibrio eléctrico), y el potasio y bicarbonato son secretados. Las
proteinas como amilasas, mucinas, glucoproteinas, etc., se forman en el reticulo
endoplasmatico de la célula acinar, y son procesadas en vesiculas secretoras en el

aparato de Golgi y expulsadas de la célula por exocitosis (Edgar, 1992).

Fluido gingival crevicular

Es un trasudado del suero o un exudado inflamatorio que se encuentra
rodeando al diente, contiene sustancias provenientes de la biopelicula dental,

moléculas de la sangre asi como células epiteliales (Lamster y Ahlo, 2007).

P ey Esmalte

47— Dentina
8 Surco

Gingival

F IM Crevicular
¥ s

=

I

id Figura 2: Estructura del diente y el periodonto
Q' v Membrana donde se muestra el surco gingival crevicular.
% periodontal Tomado de www. colondental.com. [Consulta:
if \ ) 11 de Abril de 2010].

v Nervio y

g' suministro

. sanguineo

10



Este fluido va hacia la cavidad bucal a través del surco gingival crevicular
(Figura 2), que se forma por la separacion existente entre el diente y la encia y esta
tapizado por el epitelio crevicular, que es continuo con el epitelio plano estratificado

no queratinizado de fijacién (Ross y col., 2004).

Composicion bioquimica de la saliva

Como se menciond anteriormente, la saliva es un fluido que cumple multiples
funciones en la cavidad bucal, esto se debe a la variedad de componentes

inorganicos como electrolitos y componentes organicos proteicos y no proteicos.

Componentes organicos

Dentro de los componentes organicos se encuentran una variedad de
enzimas, inmunoglobulinas y glucoproteinas. Las proteinas de saliva humana tienen
una amplia gama de propiedades funcionales, las cuales pueden estar relacionadas
con la respuesta inmune, proteccion y lubricacion de los tejidos bucales entre otras
(Chiappin, 2007). En la Tabla 1 se encuentran las principales proteinas y su funciéon

en la cavidad bucal.
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Tabla 1. Principales Proteinas salivales y su funci  6n.

Proteina salival

Masa molecular

Funcion en la cavidad bucal

( kDa)
Inmunoglobulina Participa en las reacciones
A (Ig A) 400 inmunitarias
Antibacteriana, antifingica,
Mucinas antiviral, formacién del bolo,
MG1 >1000 lubricacién y visco-
MG2 200 elasticidad.
Lactoperoxidasa 78 Antibacteriana
Lactoferrina 76 Antibacteriana y antifungica
a —amilasa 50-55 Inicio de la digestion
Proteinas Ricas en A,C'.das 16 Remineralizacién del diente,
Basicas 6-9

Prolina (PRP)

Glucosiladas 36

lubricacién y viscosidad

Inhibidor de

TIMP-1 28 metaloproteinasas
VEGh 20 Antibacteriana
Lisozima 14 Antibacteriana
Cistatinas 14 Antibacteriana y antiviral
Antifangica y participa en la
Histatinas 1-4 formacion de la biopelicula

adquirida del diente

12



Componentes inorganicos

En la saliva podemos encontrar una serie de electrolitos en diferentes
concentraciones que componen el 0,2% de la saliva y participan en diversas

funciones en la cavidad oral.

Calcio (Ca?)

Es un ién divalente excretado junto con las proteinas salivales, por lo que su
concentracion depende del flujo salival. La fraccion del calcio ionizado es cerca del
50% y depende fuertemente del pH salival (Gomez y col., 2006).

El calcio se encuentra en mayor proporcion en la saliva no estimulada, que
en la estimulada, ya que procede, sobre todo, de la secrecién de las glandulas
submaxilar y sublingual y cuando se produce una estimulacion el mayor volumen

secretado se obtiene de la glandula parétida (Puy, 2006).

Fosfato (PO ,%)

Alrededor del 10-25% del fosfato inorganico, dependiendo de factores como
el pH, forma complejos con iones inorganicos como el calcio o unido a proteinas.
(Gémez y col., 2006).

La concentracion de fosfato de la saliva procedente de las glandulas
submaxilares es aproximadamente 1/3 de la concentracién de la saliva parotidea,
pero es seis veces superior a la que posee la saliva de las glandulas salivales

menores (Nauntofte y col., 2003).
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El fosfato actia como agente amortiguador en situaciones donde el flujo
salival no se encuentra estimulado. A un pH sobre 6 la saliva esta sobresaturada de
fosfato con respecto a la hidroxiapatita y cuando el pH se reduce por debajo del pH
critico (5,5), la hidroxiapatita comienza a disolverse, y los fosfatos liberados tratan
de restablecer el pH salival, lo que depende en ultimo término del contenido de

iones fosfato asi como del Ca?* en el medio circundante (Puy, 2006).

Hidroxiapatita

Es un mineral formado por fosfato de calcio cristalino (Cayo(PO4)s(OH),)
(Figura 3). Es uno de los componentes del esmalte dental y la dentina, por lo que la
integridad del diente depende del mantenimiento de las concentraciones saturantes

de calcio y fosfato con respecto a la hidroxiapatita (Newman y col., 2004).

Calcio, fosfato y fluoruro en el mantenimiento del esmalte dental

El esmalte dental esta compuesto de atomos, tales como el calcio y el
fosfato. Estos iones forman un cristal duro llamado esmalte, el cual conforma la
capa exterior de los dientes. Ciertas bacterias de la biopelicula bacteriana producen
acidos cuando estan expuestas a azUcares provenientes de la ingesta de alimentos.
La accion de estos acidos conlleva a la disolucion del cristal de hidroxiapatita del

esmalte. Este proceso es llamado desmineralizacion.
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La alta concentracion de calcio y fosfato en la saliva, es mantenida por
proteinas como las cistatinas, estaterinas y proteinas ricas en prolina (Humprey y
Williamson, 2001), éstas permiten la incorporacion de estos electrolitos al esmalte,
contribuyendo al desarrollo del cristal de hidroxiapatita y por lo tanto remineralizando
al diente (Raj y col., 1992).

El fllor esta presente a muy bajas concentraciones en la saliva, pero
desempefia un papel fundamental en la remineralizacion, ya que al combinarse con
los cristales del esmalte, forma la fluoroapatita, que es mucho mas resistente a la
accion de los acidos de las bacterias (Gémez y col., 2006). Este elemento no es
producido de forma natural por las glandulas salivales, sino que es incorporado al
organismo a través de la dieta, tanto por el agua como por ciertos alimentos como
los vegetales, pescados, mariscos y el té. También proviene de ciertos
medicamentos que contienen fldor en su formulacién, ademas del empleo de geles,
enjuagues y pastas dentales fluoradas, que pueden contribuir al incremento diario

de fltor (Garcia, 2001).

Figura 3: Estructura de la Hidroxiapatita. Tomado de
http://patbucal.umayor.cl/bioquimica_caries/bioquimica_caries.html. . [Consulta: 04 de Mayo de 2010].
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Capacidad amortiguadora de la saliva

Es la capacidad de la saliva para contrarrestar los cambios de pH. Esta
propiedad ayuda a proteger a los tejidos bucales contra la accién de los acidos
provenientes de los alimentos o de la biopelicula dental, reduciendo asi el potencial
cariogénico del ambiente (Edgar, 1992).

El efecto amortiguador de la saliva se debe en gran parte debido al
bicarbonato/carbonato y en menos proporcion, a los iones fosfato, que neutraliza los
acidos ingeridos o producidos por el metabolismo de las bacterias en la boca
(Motemayel, 2010).

Se ha reportado que el pH de la saliva se encuentra en un rango de 6,2 a 7,4
con una secrecion de 0,3 a 7 mL de saliva por minuto (Schipper y Raymond, 2007),
pero este valor del pH puede variar dependiendo del flujo salival, de 5,3 para un flujo

bajo, a 7,8 para un flujo salival mayor (De Almeida y col., 2008)

Flujo salival

La tasa diaria de secrecion de flujo salival es de 500 a 700 mL y el volumen
promedio en la boca es de 1,1 mL. La produccién de la saliva es controlada por el
sistema nervioso autdbnomo. En reposo, el flujo salival puede variar de 0,25 a 0,35
mL/min (Puy, 2006). El flujo salival es diferente durante todo el dia debido a
variaciones asociadas a mecanismos fisiolégicos que estan altamente coordinados
con los cambios que ocurren durante el dia, este mecanismo es conocido como
ritmo circadiano. El mayor flujo salival ocurre durante el dia y alcanza su maximo
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alrededor del mediodia, en horas de la tarde comienza a descender de manera
continua hasta disminuir considerablemente en la noche, durante el suefio. Los
ritmos circadianos afectan no solo el flujo salival sino que ademas altera las
concentraciones de componentes salivales como electrolitos y proteinas (Naunftofte
y col., 2003).

El flujo salival puede ser iniciado por varios tipos de estimuladores bien sea
mecanicos, gustativos y olfativos. Un flujo salival estimulado es diferente en
composicion al de una condicion de flujo salival no estimulado. Por ejemplo, un
incremento en el flujo salival obtenido por estimulacion con alimentos acidos
incrementaria a su vez la concentraciéon de proteinas como las mucinas ademas de
iones como el sodio y bicarbonato y disminuiria la concentracién de fosfato y potasio
en comparacion con una saliva no estimulada (Chiappin, 2007). En este trabajo se
emplearan muestras de saliva no estimulada, de esta forma se esperan obtener

valores en los analisis de saliva lo mas parecido en su estado de reposo.

La saliva como herramienta de diagndstico

El posible uso de la saliva como herramienta de diagnéstico se debe al
intercambio de sustancias que componen al liquido plasmatico, por lo que ésta
contiene moléculas que se encuentran en el plasma. Esto ocurre debido a la
presencia de una capa delgada de células epiteliales que separa los ductos
salivares del sistema circulatorio, haciendo posible para las sustancias ser
transferidas a la saliva por difusion a través de la membrana o por medio de

difusién pasiva por gradiente de concentracion (Lima y col., 2009). La saliva como
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herramienta clinica posee varias ventajas debido a que es de facil obtencion, la
toma de muestras no es invasiva y tiene un bajo costo para su almacenamiento
(Chiappin, 2007). Para los pacientes, la técnica de colectar saliva reduce en gran
medida la ansiedad y la incomodidad que implica realizar una prueba de sangre
(Leey col., 2009).

La saliva es un buen indicador de los niveles plasmaticos de diversas
sustancias tales como hormonas y drogas, por lo que puede utilizarse para analizar
las concentraciones plasmaticas de medicamentos u otras sustancias (Puy, 2006).

Este fluido tiene cientos de componentes que sirven para detectar
enfermedades sistémicas y también es utilizada como evidencia de exposicién del
organismo a sustancias dafiinas y ademas provee biomarcadores de salud y del
estado de enfermedades (Motemayel, 2010).

La saliva ha sido utilizada en varias areas de la investigacion para el
diagnéstico, tratamiento y prevencién de enfermedades de origen viral, tuberculosis,
linfomas, Ulceras gastricas y cancer, disfuncion del higado y sindrome de Sjogren.
También ha sido utilizada para monitorear niveles de polipéptidos, esteroides,
anticuerpos, alcohol y una gran variedad de drogas. Entre las enfermedades
sistémicas en la cuales se han realizado estudios que involucran a la saliva como
herramienta de diagnéstico tenemos al sindrome de Sjorgren, tumores malignos,
VIH, hepatitis A, B y C, enfermedad periodontal y ademas para el monitoreo de
drogas como cocaina, nicotina, antipirina, alcohol entre otras. (Humprey y

Williamson, 2001; Kaufman, 2002; Lee y col., 2009; Lima y col., 2009).
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Enfermedad Periodontal

La enfermedad periodontal se caracteriza por una marcada respuesta
inflamatoria en los tejidos de soporte del diente, con la formacion de un saco
periodontal (Figura 4), que lleva a la pérdida del hueso alveolar y eventualmente, a

la pérdida del diente (Carranza y Sznajder, 1996).

Figura 4: Encia con enfermedad periodontal. En la figura se observa el estado de una encia
sana con una encia que presenta enfermedad periodontal, la cual esta inflamada, rojiza y presenta un
saco periodontal en comparacion con la sana que no presenta dichas caracteristicas. Modificada de
http://www.dentalcentral.es/educacion.html. [Consulta: 07 de Febrero de 2011].

En la etiologia de la enfermedad periodontal se encuentra la microbiota
gingival, que se compone principalmente de bacilos gramnegativos anaerobios
(Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum, y
Bacteroides forsythus) y aerobios (Agreggatibacter actinomycetemcomitans,
Eikenella corrodens, Capnocytophaga spp y Campylobacter rectum). En menor
proporcion se encuentran pocos gramnegativos anaerobios (Veillonella) vy

grampositivos (Peptostreptococcus) (Lopez y Gonzalez, 2001).
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Los componentes estructurales de las bacterias periodontopatégenas
como los lipopolisacaridos (LPS) estimulan la produccion local de mediadores
inflamatorios como la interleucina-1 (IL-1), factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a),
interleucina 6 (IL-6) y la proteina C reactiva (CRP). La inflamaciéon es uno de los
principales componentes fisiopatoldgicos en la enfermedad periodontal, porque
aumenta la reabsorcién 6sea y las células inflamatorias inducen la produccién de
enzimas que degradan el tejido conectivo, como las metaloproteinasas y elastasas
(Ramirez, 2005).

El progreso de la enfermedad periodontal depende no sélo de la presencia y
severidad de los factores bacterianos locales, sino también de la resistencia de los
tejidos periodontales a la agresion, la que a su vez depende de factores genéticos y
sistémicos individuales (Carranza y Sznajder, 1996).

Existen una serie de factores de riesgo que pueden predisponer a los
individuos a desarrollar esta enfermedad, tales como sexo, raza, edad, habito de
fumar, inadecuada higiene bucal, desnutriciéon, estrés, y el nivel socioeconémico de
los individuos; algunas enfermedades sistémicas, como: diabetes, trastornos de la
funcién de los neutrofilos, estados de inmunosupresion (SIDA, leucemias) y otras
como sindrome de Down, sindrome de Papillon Lefevre, sindrome de Chédiak-
Higashi, enfermedad de Addison, entre otras, también favorecen su desarrollo

(Guillarte y Perrone, 2004).
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Podemos encontrar diferentes formas de la enfermedad periodontal con
distintas manifestaciones clinicas dependiendo de la etiologia y la respuesta del

huésped, en las que se encuentran la gingivitis y la periodontitis (Edgar, 1992).

Gingivitis

Es una forma de enfermedad periodontal que se caracteriza por la
inflamacion de las encias (Carranza y Sznajder, 1996). La gingivitis es usualmente
una fase temprana del proceso inflamatorio que puede conducir a la destruccién de
los tejidos periodontales; sin embargo, es una condicién reversible y no siempre
progresa a periodontitis (Ramirez, 2005).

La inflamacién gingival es generalmente inducida por la actividad de las
bacterias localizadas a la altura del margen gingival, siendo la forma mas comun de
gingivitis, sin embargo, la inflamacién de los tejidos gingivales puede ser provocada
por una gran variedad de factores como traumatismos, agentes quimicos,
temperaturas extremas, hormonas, hongos, defectos inmunitarios, embarazo, entre

otros (Lindhe, 2009).

Periodontitis

Es el estadio sucesivo a la gingivitis y tiene lugar por la migracién apical del
epitelio de unidn, pérdida de insercion conectiva y de parte del ligamento periodontal
y del hueso alveolar de soporte, los cuales forman parte del periodonto (Newman y

col., 2004).
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Encia sana Gingivitis Periodontitis

Figura 5: Diferentes formas de enfermedad periodontal. Modificada de
http://www.dentalcentral.es/educacion.html. [Consulta: 14 de Marzo de 2011].

El periodonto (Figura 6), es la estructura responsable de la sujecion del
diente, constituido por diferentes estructuras como la encia, el ligamento

periodontal, el cemento dental y el hueso alveolar (Ross y col., 2004).

Hueso Alveoclar

Ligamento periodontal

Figura 6 : Periodonto. Se muestran los componentes del periodonto, donde el ligamento periodontal y
el hueso alveolar son los méas afectados en la periodontitis. Tomado de
http://www.clinicadentalmay.cl/periodoncia.htm. [Consulta: 11 de Junio de 2011].

Un signo clinico de esta patologia, que la distingue de la gingivitis es la
presencia de pérdida 6sea detectable y la formacion de un saco periodontal de mas
de 3 mm detectado por sondaje periodontal (Newman y col., 2004; Cortesi, 2008).

El sondaje se realiza a través de un instrumento diagnéstico llamado sonda
periodontal (Figura 7), que se usa para valorar clinicamente la destruccion del tejido

conectivo, midiendo la profundidad de los sacos periodontales. Es similar a una
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barra, calibrada en milimetros, con forma piramidal, y su extremo es romo y

redondeado (Newman y col., 2004).

Figura 7: Sonda periodontal. Este
instrumento es una barra, calibrada en milimetros
que permite  valorar la destruccion del tejido
conectivo en la periodontitis. Modificada de
http://caredent-fuenlabrada.com. [Consulta: 11 de
Junio de 2011].

La destruccion periodontal resulta de la accién de varios productos toxicos
liberados desde la biopelicula dental del esmalte, como también de la respuesta del
huésped frente al ataque bacteriano (Padilla y col., 2007). En la periodontitis los
granulocitos neutrdéfilos y otras células de defensa migran hacia el tejido gingival
inflamado después de la invasion bacteriana liberando altos niveles de enzimas
lisosomales y metaloproteinasas, lo cual genera una serie de reacciones

produciendo la destruccién de los tejidos del huésped (Castro, 2003).

Segun la Academia Americana de Periodontologia (AAP, 1999), la

periodontitis puede clasificarse en varias formas segin sus manifestaciones clinicas,

pero para este trabajo s6lo mencionaremos dos tipos de periodontitis:
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Periodontitis crénica

Se caracteriza por la inflamacién crénica de la encia, la formacion de sacos
periodontales y la pérdida del hueso marginal, esta directamente relacionada con la
presencia de la biopelicula dental. Este tipo de periodontitis se presenta casi de
forma mas o menos generalizada, con lesiones mas avanzadas en donde la higiene
es mas dificil o en donde abundan factores irritativos. (Carranza y Sznajder, 1996).

Las caracteristicas clinicas tipicas en los pacientes con periodontitis crénica
incluyen acumulacién de biopelicula supragingival y subgingival, que por lo general
se relaciona con la formacién de célculo, inflamacién gingival, formacién de sacos,
pérdida de insercion periodontal y pérdida del hueso alveolar (Newman y col., 2004).

La periodontitis cronica puede clasificarse en localizada, en donde menos del
30 % de los dientes estan afectados y en generalizada cuando existe mas del 30 %
de dientes afectados por esta enfermedad. También puede describirse por su
intensidad como leve, moderada y severa sobre la base de la magnitud de la
pérdida de insercion clinica (Newman y col., 2004; Echeverria, 2005).

Entre las especies bacterianas que se relacionan con la periodontitis cronica
estan P. gingivalis, B. forsythus, P. intermedia, C. rectus, E. corrodens y T. denticola
(Newman y col., 2004).

En cuanto a la respuesta inmunitaria en pacientes con periodontitis cronica
las concentraciones de MMP-8 (metaloproteinasa de matriz 8) de neutréfilos estan

elevadas, mientras que las TIMP-1 (inhibidor tisular de metaloproteinasas), no lo
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estdn. Los microorganismos F. nucleatum y T denticola liberan altas
concentraciones de elastasa y MMP-8, contribuyendo a la destruccion del tejido

periodontal (Newman y col., 2004).

Periodontitis agresiva

En esta condicion la pérdida de soporte periodontal, progresa muy
rapidamente de 4 a 5 um por dia, lo cual seria aproximadamente entre 3 a 5 veces
mas rapido que en la periodontitis crénica (Ferro y Gomez, 2007).

La periodontitis agresiva difiere de la forma crdnica basicamente por la
rapidez de la progresion de la pérdida de insercion y de hueso evidente en personas
por lo demas sanas, ausencia de grandes acumulaciones de biopelicula dental y
calculos y antecedentes familiares de enfermedad agresiva que sefiala rasgo
genético (Newman y col., 2004). En esta enfermedad es frecuente encontrar en los
sacos periodontales proporciones elevadas de Agreggatibacter
actinomycetemcomitans (Aa) y ocasionalmete de Porphyromonas gingivalis (Pérez,
20009).

La periodontitis agresiva se clasifica en dos formas, la localizada y la
generalizada y ambas aparecen en pacientes sistémicamente sanos, ocurre una
pérdida de insercién y destruccion 6sea y hay una cierta predisposicion familiar
(Echeverria, 2005; Ferro y Gémez, 2007).

En la periodontitis agresiva localizada, es frecuente su apariciéon en los

inicios de la pubertad, las lesiones estan localizadas en los primeros
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molares/incisivos y no mas de dos dientes adicionales afectados. En la periodontitis
agresiva generalizada, afecta habitualmente a personas menores de 30 afios de
edad, aunque pueden ser mayores, las lesiones se observan en tres dientes
adicionales ademas de primeros molares e incisivos (Echeverria, 2005; Pérez,
2009). También puede clasificarse dependiendo de la severidad de la pérdida de
insercion del diente en: Leve; cuando existe de 1 a 2 mm de pérdida de insercién
clinica; Moderada: de 3 a 4 mm de pérdida de insercién clinica y severa: cuando hay
una pérdida de insercién clinica de igual o mayor a los 5 mm (Carranza y Sznajder,
1996).

La periodontitis lleva a la pérdida del hueso alveolar pero principalmente del
ligamento periodontal, el cual es el tejido conectivo que rodea la raiz y lo conecta
con el hueso alveolar. Este ligamento estd compuesto por fibras de colageno que
estan dispuestas en haces que se insertan en el cemento y el hueso, dichas fibras
reciben el nombre de fibras de Sharpey (Newman y col., 2004; Ross y col., 2004).
La destruccion de las fibras de colageno en el ligamento periodontal constituye un
evento crucial para el avance de la enfermedad periodontal. En este punto radica la
importancia de entender los procesos infecciosos relacionados con la acumulacion

de la biopelicula y calculo dental.

Etiologia de la periodontitis

La periodontitis cronica se le considera una enfermedad de avance lento. Sin
embargo, ante la presencia de factores sistémicos o ambientales que pueden

modificar la respuesta del huésped como la acumulacién de placa, diabetes, habito
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de fumar o estrés pueden permitir que la progresion de la enfermedad sea mas
dafiina. Por otra parte, la etiologia y patogénesis de la periodontitis agresiva es
compleja, no existe un factor, que por si sélo, sea la causa de esta enfermedad.

Las lesiones periodontales pueden interpretarse como una expresion de
respuesta a diferentes factores microbiolégicos, como una alta susceptibilidad del
paciente 0 como una combinacién de ambos aspectos. Sin embargo, varios estudios
han indicado que la biopelicula dental es fundamental para el desarrollo de esta
enfermedad por lo que es importante conocer su origen y caracteristicas (Newman,

2004).

Formacién de la biopelicula dental

La biopelicula dental se define como los depdsitos blandos que forman una
pelicula adherida a la superficie dentaria (Newman y col., 2004). Estad compuesta
sobre todo por microorganismos. Un gramo de placa (peso himedo) contiene
aproximadamente 2 x 10 bacterias, que se localizan en una matriz intercelular,
que corresponde al 30% de la masa de la biopelicula. Consta de materiales
organicos e inorganicos derivados de la saliva, el liquido gingival crevicular y
productos bacterianos. Los componentes organicos incluyen polisacaridos,
proteinas, glucoproteinas y lipidos (Newman y col., 2004) (Figura 8).

Los componentes inorganicos de esta biopelicula son, en esencia, calcio y
fosforo, con vestigios de otros iones como sodio, potasio y fluoruro. La fuente de

estos elementos inorganicos proviene de la saliva y del fluido crevicular. A medida
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gque aumenta el contenido de estos iones, la masa de la biopelicula dental se
calcifica para formar el calculo (Newman y col., 2004).

La formacion de la biopelicula dental puede dividirse en varias fases entre
las cuales estan la formacién de una pelicula adquirida sobre el diente, la

colonizacion microbiana y finalmente, la maduracioén de la placa.

Formacion de la pelicula adquirida sobre la superfi  cie del diente

Esta es la etapa inicial en la formaciéon de la biopelicula dental. Sobre la
superficie del esmalte comienza a depositarse una pelicula delgada amorfa que
oscila entre 0,1 y 1,0 micrébmetros de espesor, compuesta por proteinas y
glucoproteinas aniénicas unidas a la hidroxiapatita del esmalte. Estas proteinas y
glucoproteinas provienen de elementos salivales y del fluido crevicular, asi como de
los desechos bacterianos y de las células de los tejidos (Libeana, 2002). Los
mecanismos que intervienen en la formacién de la pelicula sobre el esmalte incluyen
fuerzas electroestaticas, tipo van der Waals, e hidréfobas. Es por ello que en la
superficie de la hidroxiapatita que posee grupos fosfatos con carga negativa,
interactla con proteinas y glucoproteinas salivales y del fluido crevicular con carga
positiva (Newman y col., 2004).

La pelicula formada opera como barrera de proteccion proporcionando
lubricacién a las superficies e impidiendo su desecacion. Ademas, posee moléculas

que funcionan como sitios de union para la adherencia de microorganismos y
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enzimas de origen salival, como lizosimas, amilasas y peroxidasas, que favorecen la

colonizacion bacteriana sobre la superficie de la pelicula (Guilarte y Perrone, 2004).

Colonizacién de la superficie dental y maduracion d e la biopelicula
dental.

Una vez formada la pelicula adquirida, ocurre una colonizacion primaria de
bacterias que se encuentran en la cavidad bucal, sobre la superficie de los dientes.
Entre las primeras bacterias que colonizan la pelicula adquirida predominan los
microorganismos grampositivos facultativos como Actinomyces viscosus Yy
Streptococcus sanguis. Estos colonizadores iniciales se adhieren a la pelicula
mediante moléculas especificas, denominadas adhesinas, presentes en la superficie
bacteriana que interactian con receptores en la pelicula adquirida, como proteinas
gue tienen alto contenido de prolina, permitiendo la fijacién de la célula bacteriana al
esmalte dental (Fives-Taylor, 1985).

A los dias de haberse formado esta colonizacién primaria ocurre una
sucesién ecolégica de la biopelicula, es decir, hay una transicién de un ambiente
aerobio inicial caracterizado por especies grampositivas a otro notablemente escaso
de oxigeno en el que predominan microorganismos anaerobios gramnegativos, tales
como Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum y Porphyromonas gingivalis

(Mombelli y col., 1990).
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Estas especies de la biopelicula dental tienen la capacidad de adherirse
entre si, mediante un mecanismo conocido como coagregacion, por medio de
interacciones como fuerzas hidrofobicas, electroestaticas y de van der Waals;

permitiendo asi la maduracion de la misma (Fletcher, 1991).

Diente

Figura 8: Formacion de la biopelicula dental. Ciento de microorganismos, componentes
organicos e inorganicos se adhieren a la superficie del diente por medio de la pelicula adquirida,
constituida por proteinas. La presencia de esta placa dental juega un rol importante en la aparicién de
la enfermedad periodontal. Modificada de http://mpkb.org/home/pathogenesis/microbiota/biofilm.
[Consulta: 11 de Junio de 2011].

Factores etioldgicos bacterianos de la periodontiti s

Estudios microbioldgicos de periodontitis agresiva proporcionaron evidencias
claras de un fuerte vinculo entre la enfermedad y una microbiota bacteriana peculiar
en la que predominaba el microorganismo Aa como lo sefialaron Tonetti y Mombelli
(1999). Este vinculo se baso en diferentes pruebas microbiolégicas, inmunoldgicas y

clinicas; donde encontraron una alta frecuencia de este patdgeno en lesiones
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caracteristicas de periodontitis agresiva localizada; muchos de los pacientes con
expresion de periodontitis agresiva presentaban titulos altos de anticuerpos contra
A. actinomycetemcomitans en saliva y en los estudios clinicos se demostré una
reduccién de este microorganismo durante el tratamiento junto con una reaccién
clinica favorable (Newman y col, 2004).

Aunque otros estudios realizados por Lindhe (2009), Ishikawa y col., (2002) y
Ruiz y col., (2005) reportaron que Porphyromonas gingivalis prevalecié en los
pacientes con periodontitis agresiva, pues posee una bateria de enzimas
proteoliticas y toxinas capaces de destruir los tejidos periodontales, asi como
propiedades para la evasion de los mecanismos de defensa del huésped (Ruiz y
col., 2005).

Las investigaciones acerca de las propiedades de virulencia de A
actinomycetemcomitans se centran en la leucotoxina que produce esa bacteria. Esta
leucotoxina es miembro de una familia de toxinas formadoras de poros,
caracterizada por una serie de repeticiones ricas en glicina en la porcién C terminal
de la proteina. Las células afectadas por esta toxina son los leucocitos
polimorfonucleares (neutréfilos o LPMN), monocitos y linfocitos, considerandose un
mecanismo importante de evasion de las defensas del huésped.

Para el caso de la periodontitis crénica se considera que la acumulacién de
placa sobre la superficie del diente es agente iniciador de esta afeccion, permitiendo
la colonizacion de microorganismos gramnegativos como Bacteroides gingivalis y
Treponema denticola, que se relacionan con una elevada frecuencia de pérdida de

insercion 6sea.
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Consideraciones inmunol6gicas en la periodontitis

Luego de haberse formado la biopelicula dental, los lipopolisacaridos
presentes en la pared celular de las bacterias y citocinas derivadas del epitelio
actlian como poderosos estimulantes para la respuesta inmunitaria del huésped. Es
asi como se induce una alta migracion de LPMN los cuales liberan enzimas
lisosomales y proteoliticas, mientras que los tejidos periodontales afectados por los
productos bacteriales continan secretando citocinas proinflamatorias acentuando
de esta manera la reaccion de profilaxis en el saco periodontal, en este punto se
habla de gingivitis (Castro, 2003).

Los neutréfilos y otras células de defensa se mantienen fijos en el tejido
conectivo adyacente al saco periodontal debido a la liberacion de citocinas
proinflamatorias generando una serie de reacciones que permiten el desarrollo del
proceso inflamatorio, donde se destruye el tejido conectivo y el hueso alveolar, es
agui donde aparece la periodontitis (Castro, 2003) (Figura 9).

En el caso de las bacterias resistentes, los neutréfilos son el mecanismo
principal de respuesta del huésped para controlar las bacterias y son la clave para
demostrar la importancia de su funcién en la salud y en la enfermedad periodontal
(Newman y col., 2004).

La presencia de bacterias como Aa, P gingivalis y otras cepas de
microorganismos patdégenos periodontales, son resistentes a los mecanismos de
destruccion y ademas se relacionan estrechamente con la periodontitis agresiva, ya
gue tienen la capacidad de elaborar una variedad de enzimas proteoliticas que

inactivan o degradan a los inhibidores de proteasas del huésped, lo que puede
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conducir a un desequilibrio en los mecanismos de renovacion de tejidos del huésped
contribuyendo de esta manera con la destruccidn tisular (Newman y col., 2004).

Estos microorganismos degradan proteinas en péptidos cortos como fuente
de energia. Los tejidos del huésped proporcionan una fuente abundante de
proteinas, entre ellas tenemos al colageno que conforman las fibras del ligamento
periodontal, el cual puede ser degradado por las colagenasas de las bacterias, pero
también contribuyen con la enfermedad debido al intenso dafio tisular resultante
(Newman y col., 2004).

Los componentes bacterianos que estan involucrados directa o
indirectamente en la destruccién del tejido y los mediadores producidos como parte

de la respuesta del huésped, que llevan a la destruccion tisular son las siguientes:

Proteinasas : Las metaloproteinasas de matriz (MMP) se consideran que son
las principales proteinasas que intervienen en la destruccién del tejido periodontal
mediante la degradacién de las moléculas de la matriz extracelular. Las MMP son
una familia de enzimas proteoliticas que degradan las moléculas de la matriz
extracelular, como el colageno, la gelatina y la elastina. Las MMP-8 y MMP-1 son
colagenasas; los neutréfilos liberan a la MMP-8, mientras que MMP-1 es
expresada por fibroblastos, monocitos/macréfagos y células epiteliales (Ingman y
col., 1996).

Otras proteinasas relacionadas con la periodontitis son la elastasa y la
catepsina G. La elastasa es capaz de degradar una amplia gama de moléculas,

como la elastina, el colageno y la fibronectina. La catepsina G es una proteinasa
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bactericida que también puede funcionar en la activacién de la MMP-8 (Newman y
col., 2004).

Citocinas: Dos citocinas proinflamatorias, IL-1 y el factor de necrosis
tumoral (TNF), tienen un papel fundamental en la destruccién del tejido periodontal y
por lo tanto en la patogenia de la periodontitis. La IL-1 se encuentra en dos formas
activas, IL-1a e IL-1B. EI TNF también se encuentra en dos formas, TNF-a y TNF-f.
Los macréfagos o linfocitos activados producen IL-1 y TNF que también pueden ser
liberadas por fibroblastos, queratinocitos y células epiteliales. Los lipopolisacaridos
(LPS) bacterianos son potentes activadores que estimulan a macréfagos a producir
IL-1, en tanto que TNF-a e IL-1 a también activan la produccion de IL-1 B del
macréfago. Entre los efectos proinflamatorios de estas citocinas esta la estimulacion
de las células endoteliales para expresar selectinas que facilitan el reclutamiento de
leucocitos, la activacién de la produccion de IL-1 del macréfago y la induccion de la
prostaglandina E, (PGE,) por macréfagos y fibroblastos gingivales (Page, 1991).

Las propiedades de estas citocinas en relacionadas con la destrucciéon del
tejido tiene que ver con la estimulacién de la reabsorcién 6sea y la induccién de
proteinasas que destruyen los tejidos periodontales. La IL-1 es un estimulador
potente de la proliferacién, diferenciacion y activaciéon de los osteoclastos. Tanto la
IL-1 como el TNF inducen la produccién de MMP que pueden contribuir a la
destruccion del tejido conectivo (Newman y col., 2004).

Prostaglandinas: Son metabolitos del acido arquidénico que generan las
ciclooxigenasas (COX-1, COX-2). Los macrofagos y fibroblastos se encargan de la

produccién de PGE, en el periodonto; este mediador inflamatorio produce un
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aumento en la permeabilidad y dilatacion de los vasos, estimula la liberacién de
MMP e induce la reabsorcion Gsea por activacion de los osteoclastos y de esta
manera ocurre la pérdida del hueso alveolar caracteristica de la periodontitis. La
concentracion de prostaglandinas es mayor en pacientes con periodontitis crénica y

agresiva (Castro, 2003).
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Figura 9: Proceso Inflamatorio en la enfermedad periodontal: Una vez establecida la
biopelicula dental, comienza la respuesta ante las bacterias presentes (LPS), las citocinas derivadas
del epitelio inducen la migracion de neutrofilos (PMN) hacia el sitio afectado, liberando enzimas
lisozomales, mientras que los tejidos periodontales afectados y granulocitos continlan secretando
citocinas proinflamatorias (IL-1 y TNF), que incrementan a su vez la fijacibn de PMN y estimulan la
produccién de metaloproteinasas de matriz (MMPs) que degradan el tejido conectivo y hueso alveolar.
Modificado de (Ozmeric, 2004).
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Factores de riesgo en la periodontitis

Factores inmunoldgicos

Ciertos factores inmunitarios intervienen en la patogenia de la periodontitis
agresiva. En investigaciones realizadas por Clark y col.,, en 1977 y por Leino y
Hurtilla en 1999, comprobaron que los sujetos con periodontitis agresiva sufren de
defectos funcionales de PMN, monocitos o0 ambos.

Estos defectos alteran la atraccion quimiotactica de PMN hacia el sitio de
infeccidén o bien su capacidad de fagocitar y eliminar microorganismos. También
encontraron que existe una produccién exagerada de PGE, por parte de los
monocitos de pacientes con periodontitis agresiva como reaccion a los LPS
bacterianos, que incrementa la pérdida de tejido conectivo y hueso alveolar. Estos
defectos de PMN y monocitos pueden atribuirse a la infeccion bacteriana o bien a un

origen genético.

Factores genéticos

Diversos autores han sugerido un patrén familiar de pérdida de hueso
alveolar y sefialado el origen genético de la periodontitis agresiva. En la actualidad
no se han identificado genes especificos para esta enfermedad, sin embargo,
analisis de segregacion y de predisposicién genética sugieren que ciertos defectos

inmunolégicos de la periodontitis pueden heredarse, tales como, anomalias de
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neutréfilos y accién de anticuerpos ante la presencia de bacterias. (Newman vy col.,
2004).

Albandar y Tinoco en el 2002 presentaron una hip6tesis en donde indican
gue la periodontitis agresiva puede estar asociada con una disminucion o déficit de
neutroéfilos, lo que causa un reclutamiento de local anormal de los neutréfilos por
consiguiente una respuesta inmune inadecuada en el individuo.

Si bien no se han descrito determinantes genéticos claros en pacientes con
periodontitis cronica, se cree que lo que ocurre es una alteracion en el equilibrio
normal entre la biopelicula dental y la reaccién del huésped, que conlleva a la

destruccion periodontal (Newman y col., 2004).

Factores ambientales

Género

La severidad de las distintas formas de periodontitis prevalece mas en
hombres que en mujeres. Las razones para estas diferencias en género aun no han
sido bien estudiadas en detalle, pero se relaciona con una pobre higiene bucal y
menos visitas al odontélogo. También por supuesto esta relacionada con las
condiciones hormonales de cada género durante las diferentes etapas del desarrollo

(AAP, 2005).
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Estatus socioeconémico

Generalmente aquellas personas con acceso a una buena educacién, con
poder adquisitivo y en general que viven en circunstancias favorables, disfrutan de
un mejor estado de salud que aquellos menos educados y ubicados en los estratos
mas pobres de la sociedad. Es probable que la relacion entre niveles de estatus
socioeconémico y salud gingival sea en funcion de una mejor higiene oral en

individuos mejor educados que frecuenten al odontélogo (AAP, 2005).

Tabaco

Los pacientes con periodontitis que fuman, tienen mayor cantidad de dientes
afectados y mayor pérdida de insercion clinica que los no fumadores con esta
enfermedad. A pesar de esto, el tabaquismo puede ejercer un efecto distinto en los
niveles de insercién del diente en personas jovenes con periodontitis (Newman y
col., 2004). La nicotina del tabaco inhibe el crecimiento e insercién de fibroblastos
en el ligamento periodontal, disminuye significativamente el contenido de proteinas,
dafia la membrana celular del fibroblasto y disminuye el crecimiento de estas
células. Ademas el humo del tabaco disminuye la presion del oxigeno en la cavidad
bucal lo que favorece el crecimiento de microorganismos anaerobios (Echeverria y

col., 2005).
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Epidemiologia de la periodontitis

Estudios que se han realizado en varias partes del mundo para determinar la
epidemiologia de la periodontitis agresiva indican que se trata de una entidad rara
gue ocurre entre el 0,1 y el 0,5% de los adolescentes, variando su prevalencia en
las diferentes poblaciones y grupos étnicos (Clarehugh, 1989). La AAP en 1996
sefialé que la prevalencia en Finlandia fue de 0,1%, en Dinamarca e Inglaterra
0,06% en Nigeria 0,8% y en Estados Unidos, indican que la prevalencia de la
pérdida de insercion periodontal en nifios y adolescentes se encuentra entre el 0,2 y
el 0,5% (Ruiz y col., 2005).

En Latinoamérica la prevalencia de la periodontitis es mas alta en
comparacion con los paises industrializados variando de un 40% a 80%,
probablemente debido a las diferentes metodologias y criterios de diagndstico.

En Brasil se encontré un 3,7% de prevalencia de periodontitis agresiva en
un grupo de adolescentes y en Chile un 0,32% (Oppermann, 2007).

En Venezuela, los estudios epidemiol6égicos que se han realizado muestran
una alta prevalencia de enfermedad periodontal en nuestra poblacién y la mas
afectada es aquella de menos recursos econdémicos (Pérez, 2009). Sin embargo
para este trabajo, no se encontré disponible, estadisticas recientes y especificas

sobre periodontitis cronica y periodontitis agresiva en nuestro pais.
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El papel de la saliva en el diagnostico de la enfer medad periodontal

El uso de la saliva como diagnéstico y método de identificaciéon de
marcadores y monitoreo para la enfermedad periodontal ha sido ampliamente
estudiado (Lima y col., 2009). Entre los componentes importantes de la saliva, se
encuentran varias enzimas. La respuesta del organismo a la enfermedad periodontal
incluye la produccién de algunas enzimas, que son liberadas por las células
estromales, epiteliales y por las mismas bacterias. El analisis de estas enzimas en la
secreciéon salival asi como en el fluido crevicular, han contribuido a clarificar la
patogénesis y a mejorar el diagndstico precoz de la enfermedad periodontal
(Todorovic y col, 2005).

Todorovic y col.,, en el 2005, analizaron muestras de saliva total no
estimulada de pacientes con enfermedad periodontal y fueron comparadas con
pacientes sanos y demostraron que hay un incremento significativo en la actividad
enzimatica de aspartato y alanino aminotransferasas, lactato deshidrogenasa,
creatinina quinasa, fosfatasa alcalina y acida y-glutamil transferasa. Estas proteinas
estan relacionadas con un alto nivel de dafo celular, concluyendo que la actividad
enzimatica en la saliva puede ser usada como marcador bioquimico en el
diagnéstico y control de la enfermedad periodontal.

En el laboratorio de Biologia Celular y Bioquimica Aplicada del Instituto de
Biologia Experimental se comenzé esta linea de investigacion con el trabajo de
Escarate y col., 2008, donde determind las concentraciones de PO,%, proteinas y
perfiles electroforéticos en saliva procedente de nifios venezolanos con y sin caries,

ellos observaron una disminucién de la concentracion de PO,> en las primeras
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etapas de la caries y luego un aumento al avanzar la misma indicando que la caries
se desarrolla cuando hay bajos niveles PO,*. También se observé un aumento en la
concentracion de proteinas lo cual podria deberse al aumento de la secrecion de
proteinas con accion antibacteriana al avanzar la enfermedad.

Por otra parte Mejia en el 2008, determiné la concentracién de PO,*, Ca®'y
proteinas entre un grupo de adultos sanos y los comparé con adultos
diagnosticados con enfermedad periodontal. La concentracién de PO,* entre grupos
de hombres y mujeres sanos y con enfermedad periodontal fue similar y observé un
aumento en la concentracion de Ca?* entre grupos de adultos con enfermedad
periodontal en comparacion a una condicién sana. También encontré un incremento
en la concentracion de proteinas en adultos con enfermedad periodontal en
contraste con una condicién periodontalmente sana.

La saliva es una herramienta importante y muy util para el diagnéstico de
diversas patologias y permite comprender de alguna forma aquello que puede estar
ocurriendo en nuestro cuerpo, pues es reflejado en la salud bucal.

Gran cantidad de investigaciones se han realizado a nivel internacional en
relaciébn con la saliva y la enfermedad periodontal y en su mayoria han sido
publicaciones basados en estudios microbiol6gicos o inmunoldgicos, pero en
Venezuela son muy pocos los trabajos que podemos encontrar en esta linea de
investigacion, es por esto que en este estudio deseamos emplear muestras de
saliva humana de pacientes venezolanos, para estudiar diversos parametros
bioquimicos como Ca®*, PO,> y proteinas que puedan estar involucrados con la

enfermedad periodontal.
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Es importante destacar también, que la deteccion de la periodontitis crénica
y de la periodontitis agresiva durante afios se ha basado en la realizacion de la
determinacion de la profundidad del saco periodontal a través del sondaje, indice de
placa, y la evaluacién radiografica de la pérdida de hueso alveolar, pero no permiten
identificar pacientes con mayor riesgo para la periodontitis ni determinar la actividad
de la enfermedad periodontal. Por lo tanto, si al realizar estudios bioquimicos se
encuentran diferencias en las concentraciones de Ca*, PO, y proteinas totales y
perfiles electroforéticos de proteinas en la saliva total de pacientes con periodontitis
cronica y periodontitis agresiva que no se observan en individuos sanos, entonces
estos parametros podrian servir como elementos para caracterizar a la enfermedad
periodontal, logrando alcanzar la intencion de este trabajo que no es mas que la
prevencién y/o tomar medidas adecuadas para minimizar los efectos destructivos

sobre los tejidos periodontales de la poblacion venezolana.
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OBJETIVO GENERAL

Comparar la concentraciéon de Ca?* y de proteinas y los perfiles
electroforéticos de saliva entera no estimulada en pacientes con periodontitis

cronica y con periodontitis agresiva.

Objetivos especificos

Evaluar la estabilidad de las concentraciones de Ca**, PO*, y proteinas de saliva

entera no estimulada luego de diferentes periodos de congelacion.

Determinar y comparar la concentracion de Ca*" en saliva entera no estimulada de

pacientes con periodontitis cronica y periodontitis agresiva.

Determinar y comparar la concentracion de proteinas en saliva entera no estimulada

de pacientes con periodontitis crénica y periodontitis agresiva.

Comparar los perfiles electroforéticos de proteinas de saliva entera no estimulada

en pacientes con periodontitis crénica y periodontitis agresiva.

Comparar los perfiles electroforéticos de glucoproteinas en saliva entera no

estimulada en pacientes con periodontitis crénica y periodontitis agresiva.
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MATERIALES Y METODOS

Material biolégico

Para este trabajo se utilizaron muestras de saliva entera no estimulada de
adultos, proporcionadas por la doctora Maria Antonieta Méndez de la Clinica
Odontolodgica del postgrado de Periodoncia de la Facultad de Odontologia de la
Universidad Central de Venezuela y por la doctora Vanesa Ibarra del Centro
Nacional de Periodoncia.

Las muestras de saliva fueron colectadas previo consentimiento informado
(Anexo 1) a los pacientes, quienes estuvieron sin comer, beber o realizar cualquier
tipo de limpieza bucal al menos dos horas antes de tomar la muestra. La saliva
colectada fue no estimulada, por lo que se le pidi6 al paciente estar relajado para
dejar acumular la saliva en el piso de la boca hasta tener un volumen adecuado,
aproximadamente de 3 mL y colocada en un vial estéril de poliestireno. Estas
muestras fueron tomadas entre las 2:00 pm hasta 4:00 pm. Se conservaron las

muestras en frio, para posteriormente ser transportadas al laboratorio.
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Grupo de estudio

Un total de 88 individuos (59 mujeres y 29 hombres) con edades
comprendidas entre 15 y 69 afos (promedio: 36 afios), participaron voluntariamente

en este estudio, siendo agrupados de la siguiente forma:

31 individuos fueron tomados para la determinacién de proteinas de los cuales 13
individuos eran periodontalmente sanos (11 mujeres y 2 hombres) y 18 individuos
con caracteristicas de periodontitis crénica (6 mujeres 'y 5 hombres) y periodontitis

agresiva (6 mujeres y 1 hombre).

88 individuos conforman el grupo para la determinacién de calcio conformado por
44 individuos periodontalmente sanos (36 mujeres y 8 hombres) y 44 individuos con
caracteristicas de periodontitis crénica (14 mujeres y 20 hombres) y periodontitis

agresiva (9 mujeres y 1 hombre).

Como criterio de exclusién para los pacientes se tomd en cuenta que no
sufrieran enfermedades sistémicas, no fueran gestantes, no fumaran o que no
hayan ingerido medicamentos o antibiéticos por un periodo de seis meses antes de

la toma de la muestra.
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Centrifugacion de las muestras

Antes de analizar las muestras de saliva, fue necesaria la remocion previa de
células epiteliales desprendidas, bacterias bucales, restos alimenticios y otros
componentes que puedan interferir en las distintas mediciones. Para ello, se
tomaron 2 mL de la muestra de saliva, se colocé en un tubo de Eppendorf® y se
centrifugé a 16.000 x g por 10 minutos a 4 C. Lueg o se tomoé el sobrenadante el
cual fue guardado en otro tubo de Eppendorf® a -20 Ty se descarté el sedimento.
Este procedimiento se realizé el mismo dia de la recoleccién de las muestras con el

fin de evitar alteraciones en los valores a medir en la saliva.

2

Determinacion de Ca “* salival mediante el método de orto-cresolftaleina

complexona.

Se utilizé el método colorimétrico con orto-cresolftaleina complexona
(Connerty y Briggs, 1966), adaptado para muestras de saliva en nuestro laboratorio
por Cortés y col., 2008 y modificado para realizarse en placas de 96 pozos por Diaz
y col., 2010 (resultados aun no publicados).

La solucién de trabajo se prepar6 al momento de la medicién, mezclando de
acuerdo a la cantidad que se va a utilizar en el siguiente orden para un volumen final
de 5 mL: Tampdn etanolamina-borato (14,8 mol/L) 250 pL, soluciébn B 8-
hidroxiquinoleina (5%) 75 uL, solucién A orto-cresolftaleina complexona (0,8 mg/ml)
250 pL y se completé hasta 5 mL con agua miliQ. Se realiz6 una curva de
calibraciébn en concentraciones crecientes a partir de una solucion patrén de

carbonato de calcio (CaCO3).
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Se afiadié 198 pL de la mezcla de trabajo en el pozo correspondiente y luego
se agreg6 2 uL del sobrenadante de la muestra de saliva centrifugada. Se incubé
por 5 minutos y finalmente se determiné la absorbancia en un espectrofotometro

Tecan®modelo IP 214 a 570 nm.

Determinacion de fosfatos en saliva total humana po  r método de Fiske
y Subarrow.

Se emple6 el método de Fiske y Subbarow (1925) para la determinacion de
PO,* en el sobrenadante de las muestras de saliva.

Se hizo una diluciéon 1:20 de la muestra previamente centrifugada, se
tomaron alicuotas de 50 pL hasta llevarlos a un volumen final de 1000 pyL con agua
miliQ. Luego se agregd a las muestras 700 pL de molibdato de amonio (MoNH,) al
2% plv disuelto en H,SO,4 (2 N). Se agregaron 100 pl del agente reductor sulfato
ferroso (FeSO,) al 40% p/v disuelto en H,SO, (1 N), se agitd y dejé en reposo
durante 30 minutos.

Conjuntamente, se realiz6 una curva de calibracion con estandar de fosfato
KH,PO, de concentracion creciente, tomando alicuotas de 50 y 100 ul de estandar
patrén en concentraciones de 0,1 mMy 1 mM de KH,PO,. Transcurrido el tiempo de
reaccion, se determiné la absorbancia a una longitud de onda de 830 nm en un

espectrofotémetro Beckhman®™
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Determinacion de proteinas en saliva total humana

La determinaciéon de proteinas totales en saliva se realiz6 mediante el
método de Lowry y col. (1951). Se tomo6 una alicuota de 10 pL del sobrenadante de
saliva y se llevé a un volumen final de 500 uL con agua destilada. Luego se afiadio
2,5 mL de la solucién ABC, la cual es una mezcla de soluciones agregadas en la
proporcion 100A:1B:1C; compuesta por solucién A (NaCOs al 2% en 0,1 mol/ L de
NaOH), solucién B (Tartrato de Na-K al 2%) y solucién C (CuSO, al 1%), para ser
incubada 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente el tiempo se afiadié 100
pL del reactivo de Folin-Ciocalteau (acido fosfomolibdotingstico) diluido 1:2.
Transcurridos 30 minutos luego de ocurrir la reaccibn se midi6 en un
espectrofotémetro Beckhman® a 660 nm.

Se construy6 paralelamente una curva de calibracién en concentraciones
crecientes con una muestra patrén de albumina sérica bovina, con la finalidad de
comparar la absorbancia de una muestra conocida con las medidas obtenidas de la

muestra problema, tratadas de igual forma.

Determinacién de la estabilidad de las muestras de saliva

Uno de los objetivos de este trabajo es observar el efecto del tiempo de
congelacién de las muestras de saliva en la integridad de los distintos parametros a
medir. Para ello se realizé el siguiente protocolo: Una vez recolectadas, las
muestras fueron centrifugadas a 16,000 x g por 10 minutos y después se tomaron

siete alicuotas de 200 pL de cada una de ellas y se colocaron en siete tubos
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Eppendorf® rotulados con su identificacion para el dia de medicién. Estas fueron

almacenadas a -20 °C como se muestra en la figura 10.

Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia5 Dia10 Dia 15 Dija20

—@®

N

\ \
J—e
Saliva oy -
centrifugada — .

— @

—

Muestra descongelada .
unicamente en su dia de medicion

Determinacion de Ca® PO,
y Proteinas.
Posterior descarte de la alicuota.

Figura 10: Determinacion de la estabilidad de muestras de saliva. Esquema del procedimiento
que se llevd a cabo para la determinacion de la estabilidad de muestras de saliva en varios periodos de
congelacion.

En el primer dia de recoleccién, todas las muestras fueron centrifugadas y
congeladas a -20 C, excepto la alicuota que corres pondia al “Dia 0", a esa muestra
se le realiz6 la determinacién de Ca®*, PO,> y proteinas como se sefiald
anteriormente; luego se descartaba la alicuota. En los siguientes dias se
descongelaba Unicamente la muestra correspondiente al dia de su medicién (Dia 1,
Dia 2, Dia 5 y asi sucesivamente hasta llegar al Dia 20) realizandoles las distintas
determinaciones para luego ser descartada. Se emplearon 5 diferentes muestras de
saliva y las determinaciones se realizaron por triplicado.
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Electroforesis en gel de poliacrilamida en condicio nes disociantes .

Se realiz6 la electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones
disociantes de acuerdo con el protocolo descrito por Laemmli, 1970. La
concentracion de proteinas que se empleé dependia del tipo de tincién que se
realizaria una vez finalizada la corrida electroforética. Primero se prepar6 el gel de
corrida a una concentracién en gradiente de 10% a 20%. Se utilizaron las siguientes
soluciones: 3 mL de tampoén Tris-HCL a pH 8,8 (0,4% de dodecil sulfato de sodio
(SDS) p/v); 4 mL de acril-bisacrilamida (30 g de acrilamida y 0,8 g de bisacrilamida);
800 uL de glicerol al 50%; 4,14 mL de agua destilada; 50 uL de persulfato de
amonio al 10% y 5 uL de N,N,N’,N’-tetrametiletiiendiamina o TEMED. Una vez
polimerizado este primer gel se afiadio la preparacion para el gel de apilamiento a
una concentracién de 5%, preparado con las siguientes soluciones: 3,75 mL de
tampodn Tris- HCL a pH 6,6 (0,4% de SDS p/v); 2,5 mL de acril-bisacrilamida (30 g
de acrilamida y 0,8 g de bisacrilamida); 9,75 mL de agua destilada; 150 uL de
persulfato de amonio al 10% y 9 uL de TEMED.

Luego de la polimerizacion de los geles se procedié a colocarlos en la
camara electroforética, donde se agregdé tampén de corrida (Tris 0,25 mol/L, glicina
0,192 mol/L y SDS al 0,2%). La separacion electroforética se realiz6 a un voltaje

constante de 60 V por 16 horas. Los geles tenian un tamafio de 13 x 14 cm.
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Preparacién de las muestras para la corrida electro  forética.

Se realiz6 una preparacion previa de la muestras de saliva, dependiendo del
tipo de tincion de los geles de electroforesis. Para este trabajo se realizd geles
tefiidos con azul de Coomassie, con tincion de nitrato de plata (Ag2Nos) y con tincion

de acido peryddico-Schiff.

Preparacién de muestras para geles con tincion ena  zul de Coomassie.

Las muestras de saliva conservadas a una temperatura de -20 C, fueron
descongeladas y se tom6 un volumen para cargar en cada carril del gel con una
concentracion de proteinas de 300 pg, volumen correspondiente a la concentracion
de proteinas determinadas previamente por el método de Lowry y col. (1951). Una
vez obtenido ese volumen se le afiadi6 &cido Tricloro acético (TCA) al 20% p/v para
que las proteinas precipitaran. Se centrifugaron a 16.000 x g por 10 minutos, para
concentrar las proteinas en el sedimento, se descarté el sobrenadante y se
neutralizé el pH de la muestra con 5 pL de soluciébn Tris 3 mol/L para luego
resuspender las proteinas en un volumen de tampdn de carga que contiene Tris-
HCL a pH 6,8; SDS al 5%; glicerol al 20%; 2-B-mercaptoetanol al 4% y azul de
bromofenol al 0,03%. Las muestras fueron calentadas en bafio de Maria a 100 C

por 5 minutos para luego agregar las muestras a los bolsillos del gel.
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Preparacién de muestras para geles con tincionde p  lata.

Se tomd un volumen de aproximadamente 60 ug de proteinas de cada una
de las muestras de saliva ya descongeladas y se llevé a un volumen final de 50 pL
con tampon de carga (Tris-HCI a pH 6,8; dodecil sulfato de sodio al 8% p/v; glicerol
al 40% plv; 2-p-mercaptoetanol al 4% v/v; azul de bromofenol al 0,01% p/v). Esta
mezcla se calenté a 100 °C por 5 minutos para luego ser cargados en los carriles

del gel junto al estandar de masa molecular.

Preparacion de muestras para geles para tinciéon con acido peryoédico
Shiff.

Se realizé el mismo protocolo para la preparacién de muestras para la tincion
de azul de Coomassie.

Una vez de haber culminado la corrida electroforética, los geles fueron
retirados de la camara y se procedi6 a la distintas tinciones ya mencionadas como

método para la visualizacion de las bandas.

Tincion del gel con azul de Coomassie

El gel fue coloreado con azul de Coomassie al 0,1% preparado con &cido
acético durante toda la noche con agitaciébn constante. Luego el gel fue
descoloreado, haciendo lavados sucesivos con una solucion descolorante que

contiene metanol y acido acético en proporcion 5:1 haciendo varios cambios cada
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20 minutos hasta obtener la intensidad de bandas deseada. Finalmente se colocé el
gel en solucidbn conservadora de geles que contiene glicerol para evitar su

reduccion de tamafio al estar en agua y ser escaneado.

Tincion del gel con plata

Se empled el método descrito por Merril y col., 1982. Se coloco el gel en
solucion fijadora que contiene acido tricloro acético al 20% para fijar las proteinas
por 30 minutos. Luego se lavd el gel tres veces con una solucién que contiene
etanol 10% y acido acético 5%, por 10 minutos. Seguidamente se agregd la solucion
A que contiene dicromato de potasio y acido nitrico por 5 minutos y luego se lavo 4
veces con agua desionizada un minuto cada vez. Se agregé la solucién B que
contiene nitrato de plata, por 30 minutos, transcurrido este tiempo se le afiadi6 la
solucién C que contiene carbonato de sodio y formaldehido, se mantuvo en esta
solucién hasta obtener la intensidad de bandas deseada. La reaccion fue detenida

con acido acético al 1% y finalmente se escaned el gel.

Tincion del gel con acido peryodico-Schiff.

Se realizé coloraciéon de PAS, mediante una modificacién del método de
Dubray y Bezard, 1982. Primero se prepar0 el reactivo de Schiff tomando 1 g de
Fucsia basica para disolverla en agua destilada a 60 C, hasta llegar a punto
ebullicion. Una vez enfriado se agregd 2 g de metabisulfito de potasio y acido

clorhidrico, se dejé aclarar durante 24 horas para luego agregar 0,5 g de carbdn
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activado, se agita por un minuto, se filtr6 a través de papel de filtro grueso y se

repitié la filtracién hasta que la solucion apareciera incolora.

Luego de haber preparado el reactivo de Schiff se colocé el gel en una
solucion de alcohol isopropilico al 2,5% 50 mL y acido acético al 10% 20 mL para
un volumen final de 200 mL, se dej6é toda la noche para luego colocarlo en acido
acético al 7,5% por 30 minutos. Se agreg6 acido periédico al 0,2% por una hora a 4
T, y luego el reactivo de Schiff preparado anterio rmente, a 4 T por una hora y
finalmente se decolora con acido acético al 7,5% con varios cambios hasta obtener

la coloracion deseada.

Andlisis estadistico

Los valores de la concentracién de Ca?, PO,> y proteinas totales se
muestran por su promedio + su desviacion estandar (DE). Se aplicé un analisis de
varianza (ANOVA) y una prueba de diferencia minima significativa (LSD) de Fisher
(Least Significant Difference), como prueba a posteriori para determinar las
diferencias entre las medias, donde un valor p < 0,05 se consideré estadisticamente
significativo. Los andlisis estadisticos fueron realizados con el programa

STATISTICA 8 para Windows (SPSS Inc., U.S.A).

54



RESULTADOS

Estabilidad de las muestras de saliva bajo diversos periodos de
congelacion.

Se determinaron las concentraciones de Ca*, PO,> y proteinas en 5
muestras de saliva de adultos durante 20 dias de congelacion a -20 TC. Las
mediciones se realizaron por triplicado y se muestran los resultados del promedio de

cada dia de medicion. Estas muestras fueron tomadas del personal del laboratorio.

Estabilidad de la concentracién de PO ,* en saliva.

En la figura 11 se muestra las concentraciones de PO,* de cada una de las
cinco muestras empleadas. El valor mas alto, la muestra 1, tuvo 9,5 mmol/L en el
dia 0 de medicion hasta disminuir a 7,63 mmol/L en el dia 20. La muestra 2
presentd menor concentracion desde el primer dia 5,95 mmol/L hasta llegar a un
valor de 0,91 mmol/L. En general se observa una disminucidon en la concentracion
de PO,* , siendo mas evidente a partir del dia 5 de medicién donde a comienza a
descender acentuadamente, cuando se alarga el periodo de congelacion de las
muestras, a pesar de que cada muestra de saliva tiene una concentracion inicial

diferente de fosfatos.
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Figura 11: Evaluacién de la estabilidad de la concentracion de PO,* . El sobrenadante de
cinco muestras de saliva fue congelado a — 20 °C y descongeladas a los dias 1, 2, 5, 10, 15y 20. La
muestra del dia 0 no fue congelada. A todas las muestras se les determiné la concentracion de PO,*
por el método de Fiske y Subbarow (1925), los ensayos se realizaron por triplicado.

Estabilidad de la concentracién de Ca %" en saliva.

En la figura 12 se muestra promedios de la concentracién de Ca?* para
cada una de las muestras, determinado por el método colorimétrico con orto-
cresolftaleina complexona. Se observd una disminucion de la concentracion de
calcio en todas las muestras durante los 20 dias de congelacién. La muestra 2 fue la
gue presenté mayor concentracion en el primer dia de medicién, con un valor de
2,09 mmol/L hasta llegar a un valor de 0,25 mmol/L. Es notoria que a partir del dia
5, la concentracién de calcio salival comienza a disminuir rapidamente hasta el

ultimo dia de congelacion.
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Figura 12 : Evaluacion de la estabilidad de la concentracién de Ca®" .El sobrenadante de cinco
muestras de saliva fue congelado a — 20 °C y descongeladas a los dias 1, 5, 10, 15 y 20. La muestra
del dia 0 no fue congelada. A todas las muestras se les determind la concentraciéon de ca® por el
método de Connerty y Brigs (1966), los ensayos se realizaron por triplicado.

Estabilidad de la concentracion de proteinas totale s en saliva.

En la figura 13 se observan los las concentraciones de proteinas de 5
diferentes muestras de saliva de adultos. En general hay una disminucion en la
concentracion de proteinas en todas las muestras, durante los 20 dias de
congelacién. En la mayoria de las muestras, se mantiene constante la
concentracion inicial de proteinas hasta los dias 0, 1 y 2, como la muestra 1, que
mostré la mayor concentracién de proteinas 7,4 mg/ mL, los dias siguientes de
medicion (dia 1 y 2) la concentracion se mantiene en una valor de 7,1 mg/mL y de

igual forma ocurre con las muestras 2, 3y 5.
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Figura 13: Evaluacion de la estabilidad de la concentracién de proteinas totales. El
sobrenadante de cinco muestras de saliva fue congelado a — 20 °C y descongeladas a los dias 1, 2, 5,
10, 15 y 20. La muestra del dia 0 no fue congelada. A todas las muestras se les determiné la
concentracion de proteinas por el método de Lowry y col. (1951), los ensayos se realizaron por
triplicado.

Concentraciones de Ca

periodontal

en adultos sanos y con enfermedad

Se determind la concentracién de Ca?* salival en grupos de hombres (n= 29)
y de mujeres (n=59) para evaluar posibles diferencias entre una condicién de
periodontitis cronica y periodontitis agresiva. Adicionalmente se evaluaron
diferencias entre ambos sexos y entre las diferentes condiciones periodontales.

La prueba de diferencia minima significativa de Fisher como prueba a
posteriori no encontré diferencias significativas (p > 0,05) entre los distintos grupos

estudiados.
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Tabla 2. Promedios de la concentracién de Ca salival (mmol/L) en

grupo control de hombres y mujeres sanos y con enf ermedad periodontal.

Condicion Hombres Mujeres
Periodontal
Control n=8 n=36
0,98 + 0,41 0,97 + 0,50
Periodontitis Crénica n= 20 n= 14
1,16 + 0,61 0,84 + 0,37
Periodontitis Agresiva n=1 n=9
0,95 0,89 +0,34

Se realizé un andlisis de varianza (ANOVA), de dos vias, para un grupo de hombres
y mujeres con periodontitis crénica y periodontitis agresiva. No se encontraron diferencias
significativas (p > 0,05).

Concentraciones de proteinas en adultos sanos y con enfermedad
periodontal.

Se determiné el promedio de la concentracion de proteinas totales en
muestras de saliva de un grupo de adultos con periodonto sano (grupo control) y un
grupo de adultos con enfermedad periodontal (periodontitis crénica y periodontitis

agresiva). En ambos casos se incluye tanto a hombres como a mujeres (Tabla 3).

59



Tabla 3. Concentraciones de proteinas en adultos sa nos y con

enfermedad periodontal

Condicién Periodontal Concentracion de Proteinas

(mg/mL)
n=13
Control
3,4+0,77
n=11
Periodontitis Crénica 45+ 18
n=7
Periodontitis Agresiva
4,7 +0,69 *

*Estadisticamente significativo con respecto al control, de acuerdo con la prueba LSD de
Fisher (p > 0,05).

Perfiles electroforéticos de proteinas de saliva de pacientes con periodontitis
cronica y periodontitis agresiva.

Para el analisis de proteinas presentes en la saliva de adultos con
enfermedad periodontal se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida bajo
condiciones disociantes para separar las proteinas salivales y obtener un patrén
electroforético de la saliva total y comparar los perfiles de proteinas presentes en la

enfermedad periodontal.
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En la figura 14 se presenta el perfil de proteinas de 4 diferentes muestras de
saliva total de adultos con periodonto sano (C), periodontitis crénica (PC) y
periodontitis agresiva (PA1 y PA2), obtenido a través de una electroforesis en gel de
poliacrilamida en condiciones disociantes. Se observa que las cuatro muestras de
saliva mostraron un patron electroforético similar, distinguiéndose alrededor de 15
bandas aproximadamente, pero que varian en intensidad de acuerdo a la condiciéon

periodontal. La masa molecular aproximada de cada banda se encuentra en la

misma figura.
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Figura 14: Perfiles electroforéticos de proteinas de saliva de pacientes con enfermedad

periodontal. Panel A: Patron electroforético de saliva de adultos con enfermedad periodontal en gel
con tincién azul de Coomassie; de izquierda a derecha: Marcador de masa molecular (kDa), control
sano (C), periodontitis crénica (PC) y periodontitis agresiva (PA1 y PA2). Panel B : masas
moleculares calculadas para las bandas indicadas en A.
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Se observa en los carriles (2) de periodontitis crénica y en los de periodontitis
agresiva (3) y (4), las bandas 14 y 15 aparecen mas intensas que en el carril (1) de

la muestra control.

En la figura 15 se observa un gel en gradiente 10-20% tefiido con azul de
Coomassie de tres muestras de saliva de las condiciones periodontales estudiadas.
Se obtuvo una mejor resolucién de bandas en comparaciéon con el gel anterior,
observandose igualmente unas 15 bandas y en donde es posible distinguir bandas
de proteinas de alta masa molecular (100-200 kDa) y de baja masa molecular (20-
10 kDa). Se encontraron diferencias en la intensidad de ciertas bandas,
particularmente de las bandas 1 (214 kDa), 2 (186 kDa), 3 (177 kDa) y 4 (148 kDa)
gue aparecen definidas en el carril (1) de la muestra control, mientras que en

aquellos con enfermedad periodontal aparecen poco definidas.
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Figura 15: Perfiles electroforéticos de proteinas de saliva de pacientes con enfermedad
periodontal. Panel A: Patron electroforético de saliva de adultos con enfermedad periodontal, en gel
con tincion azul de Coomassie; de izquierda a derecha: Marcador de masa molecular (kDa), control
sano (C), periodontitis crénica (PC) y periodontitis agresiva (PA). Panel B : masas moleculares
calculadas para las bandas indicadas en A.

Adicionalmente se realizd un gel en gradiente 10-20% el cual se tifi6 con
coloracion de plata para la visualizacion del patron electroforético de la saliva
(Figura 16). En este gel se pudo observar un patrén similar tanto en la muestra
control como en las muestras con enfermedad periodontal, pero al igual que la
tincién en azul de Coomassie, se observan diferencias en la intensidad de algunas
bandas presentes en las muestras de sujetos con periodontitis crénica y

periodontitis agresiva en comparacién con la muestra periodontalmente sana (C).
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Figura 16: Perfiles electroforéticos de proteinas de saliva de pacientes con enfermedad periodontal.
Panel A: Patron electroforético de saliva de adultos con enfermedad periodontal, en gel con tincién de
plata; de izquierda a derecha: Marcador de masa molecular (kDa), control sano (C), periodontitis
cronica (PC) y periodontitis agresiva (PA1 y PA2). Panel B: masas moleculares calculadas para las
bandas indicadas en A.

En este gel puede observarse méas claramente, y con mayor intensidad, las
bandas 8 (46 kDa), 9 (39 kDa), 10 (31 kDa), 11 (26 kDa), 12 (17 kDa), 13 (15 kDa) y
14 (12 kDa). En el carril (2) de periodontitis cronica, aparecen mas intensas las
bandas 12 (17 kDa), 13 (15 kDa) y 14 (12 kDa) que no se observan en el carril (1)
de la muestra control, que si se encuentran en el carril (3) y menos intensas en el
carril (4) de periodontitis agresiva

En la figura 17 se aprecia un gel de acrilamida con tincion de PAS en 4
muestras de saliva no estimulada, obtenida de individuos con periodontitis crénica y
periodontitis agresiva. Se observa una banda intensa de 64,5 kDa (1). Muy cercana

a ésta se encuentra otra banda de 61,4 kDa (2) aproximadamente en los carriles 1
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y 2 y muy tenue en los carriles en 3 y 4. Otra banda de menor masa molecular
aparece muy tenue en los tres carriles, con una masa molecular aproximada de 27,7
kDa. Al observar estas bandas podria decirse que hay un patrén similar para las

cuatro muestras pero con variacion en la intensidad en cada una de ellas.
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Figura 17 : Perfiles electroforéticos de proteinas
de saliva de pacientes con enfermedad
periodontal. Patron electroforético de saliva de
adultos con enfermedad periodontal, gel con
tincion de PAS; de izquierda a derecha:
Marcador de masa molecular (kDa), control sano
(C), periodontitis crénica (PC) y periodontitis
agresiva (PA1 y PA2). La masa molecular
aproximada para las bandas 1 es de 64, 5 kDa,
banda 2 de 61,4 kDay banda 3 de 27,7 kDa.
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DISCUSION

La saliva como reflejo de la salud bucal y sistémica, es una valiosa fuente de
informacién clinica relevante ya que contiene biomarcadores especificos para
aspectos fisiolégicos de la enfermedad periodontal y cambios cualitativos en estos
biomarcadores podrian ser utilizados como diagnéstico o para discernir el grado de
actividad de la enfermedad. Asi se podrian identificar, de forma preventiva,
individuos con mayor suceptibilidad a la enfermedad, detectar los sitios con
enfermedad activa y predecir los sitios del periodonto que tendrian la enfermedad
en un futuro.

Conociendo la relevancia que tiene la utilizacién de muestras de saliva en la
investigacion clinica y en nuestro caso en la enfermedad periodontal es de vital
importancia la estandarizacién del método de recoleccion de las muestras de saliva
debido a que la composicion de la misma puede variar y de este paso depende el
éxito de la investigacion. Hoy en dia existe un gran auge en la investigacion clinica
en saliva a nivel mundial, sin embargo no se presenta una metodologia
estandarizada para la recoleccion y tratamiento de las muestras de saliva, lo que ha
contribuido con una alta variabilidad en los parametros que se miden y por lo tanto
existe una gran heterogeneidad de resultados en los trabajos que involucran
estudios bioquimicos en la saliva (Shipper y col., 2007).

En este trabajo se ha determinado la estabilidad de PO,*, Ca®* y proteinas
totales en cinco muestras de saliva entera no estimulada durante periodos
crecientes de congelacion, con la finalidad de proponer un tiempo adecuado de

almacenamiento en congelacion, recoleccion y tratamiento de las muestras de saliva
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y de esta manera garantizar las concentraciones reales de estos compuestos al
momento de realizar los distintos andlisis.

Una vez recolectada la muestra de saliva es importante que los procesos de
mantenimiento no afecten la naturaleza y composicién de la saliva. Para la mayoria
de los andlisis, la saliva debe ser recolectada en frio, ya que la refrigeracién
previene la degradaciéon de moléculas y evita el crecimiento bacteriano. La saliva
contiene proteasas bacterianas que pueden degradar proteinas salivales, pudiendo
afectar la investigacion (Chiappin y col., 2007; Schipper y col., 2007).

Luego de ser recolectadas las muestras, éstas deben ser centrifugadas con
la finalidad de remover las células epiteliales desprendidas, bacterias, restos
alimenticios y otros componentes que puedan interferir en las distintas mediciones.
Para este trabajo las muestras de saliva entera fueron centrifugadas en una
microcentrifuga a una velocidad de 16,000 x g durante 10 minutos a una
temperatura de 4 °C, un protocolo similar emple6 Huang y col., en el 2004 en donde
centrifugaron muestras de saliva entera a 14,000 x g durante 20 minutos a 4 °C para
la realizacién de sus ensayos de protéomica.

En cuanto a al almacenamiento de las muestras antes de ser empleadas
para los analisis, se decidié tenerlas a una temperatura de -20 °C. Chiappin y col.,
en el 2007, proponen que el almacenamiento de las muestras de saliva debe
realizarse a 4 °C si los analisis se realizan luego de 6 horas de su recoleccion, a -20
°C cuando se haran en los dias sucesivos y si es posible para mejores resultados a

- 80 °C.
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En los resultados mostrados en la figura 11, se observa una disminucion de
la concentracién de PO,* en las cinco muestras de saliva. En un promedio realizado
a todas las muestras, la concentracion de fosfatos disminuye en aproximadamente
un 54% de su concentracion inicial desde el primer dia hasta el dia 20 de medicién,
manteniéndose constante la concentracion inicial los dias 0, 1 y 2 luego comienza a
disminuir notablemente. Durante la determinacion de la concentracion de este i6n se
pudo apreciar que las concentraciones de fosfatos son muy variables entre cada
individuo, probablemente la utilizacion de los diferentes productos de higiene bucal
(pasta dentales, enjuagues, hilo dental, etc.), permite que las concentraciones de
fosfatos no se mantengan en un valor constante, por lo que consideramos no es un
parametro bioguimico fiable para futuros estudios.

En cuanto a la concentracién de Ca*, en la figura 12 se observa una
disminucion de la concentracion en todas las muestras durante los 20 dias de
congelacién. En promedio, hay una pérdida de la concentracion de Ca®* del 83%
desde el dia 0 hasta el dia 20 de congelacién, mientras que al primer dia de
congelacién se observa solo un 16% de pérdida de la concentracion de Ca?*, por lo
gue se recomienda hacer la medicién de este parametro el mismo dia o hasta el dia
siguiente luego de su recoleccion. Schipper y col., 2007 sefialaron que la asociacién
de mucinas MUCS5B, responsables de la viscosidad y elasticidad de la saliva,
requieren de interacciones con Ca?* para su agregacion, posiblemente esta captura
de Ca®" sea la causa por la cual se observa una disminucién de la concentracién de

Ca’" durante los diferentes dias de congelacion.
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Una disminucién de la concentracion de proteinas totales también fue
observada en el ensayo de tiempo de congelacion. En la figura 13 se puede apreciar
qgue la concentracion de proteinas se mantiene constante, luego a partir del dia 5 de
medicion comienza a disminuir la concentracion. Se recomienda la medicion de
proteinas hasta el segundo dia de almacenamiento bajo congelacién donde sélo hay
un 10% de pérdida. Esta disminucion puede estar asociada a los efectos de la
temperatura de congelacion y ciertas proteasas bacterianas presentes.

En este ensayo de congelacion se observé que al quinto dia de medicion
todas las muestras de saliva centrifugadas presentaban moco en el fondo del tubo
una vez que las muestras eran descongeladas. Es probable que la disminucién de
PO,*, Ca*" y proteinas se deba a la formacién de este moco, ya que pueden estar
involucrados en la agregacion de mucinas salivales.

Una vez obtenidos estos resultados se establecié la siguiente metodologia
para la recoleccién, mantenimiento y medicion de los parametros bioquimicos de las
muestras de saliva:

Después de tomadas las muestras, se mantienen a 4 °C mientras son transportadas
inmediatamente al laboratorio.

Las muestras son centrifugadas a 16,000 x g durante 10 minutos a 4 ° C.

Las mediciones de PO,* y proteinas son realizadas el mismo dia o hasta el
segundo dia de congelacién, mientras que la medicion de Ca* salival se realizan el

mismo dia.
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En la medicién de Ca?* en adultos sanos y con enfermedad periodontal,
primero se determind la concentraciéon de Ca®* en hombres y mujeres con
periodonto sano, para saber si habia alguna diferencia de concentracion asociada al
sexo. De acuerdo a la prueba estadistica empleada, los resultados no mostraron
diferencias significativas (p > 0,05). Segin Chiappin (2007) y Tibor y Pal, (2007), la
concentracién de Ca?* en saliva no estimulada esta entre 0,50 y 2,65 mmol/L, por
lo que los resultados obtenidos concuerdan con lo establecido por estos autores.

Para la medicion de Ca?' las muestras de saliva de individuos sanos y con
enfermedad periodontal fueron descartadas aquellas muestras que contenian
sangre, ya que la hemoglobina presenta un maximo de absorcién a una A= 577 nmy
otro a A= 539 nm lo cual produce interferencia en la medicién de Ca** que se realiza
a A=570 nm (Thews y col., 1983).

En hombres, se observé que la concentraciéon de Ca** es mayor en aquellos
gue presentan periodontitis crénica en comparacién con el grupo control y mayor
que el grupo de hombres con periodontitis agresiva. Una alta concentracion de Ca*
salival en los individuos con periodontitis crénica puede estar relacionada con la
presencia de célculo dental que es comuln en pacientes con periodontitis crénica. El
calculo dental tiene como componentes inorganicos principales calcio y fésforo
(Newman y col., 2004).

Los resultados obtenidos contradicen analisis previos realizados en nuestro
laboratorio, en donde pacientes con periodontitis crénica generalizada y pacientes

fumadores con periodontitis, presentaron un aumento significativo en la
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concentracion de Ca?' salival respecto a los controles periodontalmente sanos
(resultados no publicados).

Kiss y col., en el 2010, determinaron concentraciones de Ca*" salival
mediante absorcion atdmica en un total de 44 pacientes femeninos, 24 fumadores y
20 no fumadores, dentro de los cuales hay pacientes con o sin periodontitis. Los
pacientes fumadores con periodontitis presentaron un nivel de Ca* salival mayor
gue aquellos no fumadores.

Recientemente Acharya y col.,, en el 2011, en un estudio preliminar,
encontraron un alto nivel de Ca®" salival asociado en 25 pacientes indios con
periodontitis crénica generalizada. Las medias de concentraciones de Ca*" en saliva
no estimulada fue de 2,11 + 0,25 mmol/L. Este valor fue significativamente mayor
gue en los controles sanos 1,86 + 0,25 mmol/L. Ellos concluyen que un alto nivel de
concentracion de Ca?* salival esta asociado a la enfermedad periodontal, indicando
gue la medicién de este parametro podria ser un factor de riesgo en el desarrollo de
esta enfermedad, como lo propusieron también Khalilj y Bilokvtska en 2010.

Los valores determinados por estos investigadores son un poco mas altos y
tampoco coinciden con nuestros resultados obtenidos. Aunque Acharya y col.,
(2011), no estudiaron diferencias entre los diversos tipos de enfermedad
periodontal, posiblemente si realizaran esta comparacion se pudiera esperar un
resultado similar al obtenido por nosotros.

En base a los trabajos expuestos anteriormente, se esperaba para este
estudio encontrar diferencias en la concentracion de Ca”* salival al menos entre

individuos con periodonto sano y pacientes con enfermedad periodontal.
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Probablemente, dada a la gran variabilidad que hay en la saliva, se requiera de un

mayor nimero de muestras para obtener un resultado similar.

Respecto a la concentracion de proteinas totales tanto en adultos con
enfermededad periodontal y con periodonto sano, se encontrd6 que hay una
tendencia a aumentar en individuos con enfermedad periodontal.

Henskens y col., en 1993, determinaron la concentracion de proteinas
totales, albimina y cistatinas en individuos sanos y pacientes con enfermedad
periodontal (diagnosticados con gingivitis y periodontitis) encontrando que las
concentraciones de albumina y proteinas fueron significativamente mayores en
pacientes con enfermedad periodontal. En otro trabajo Henskens y col., en 1996,
reportaron concentraciones elevadas de proteinas y cistatinas en pacientes
diagnosticados con periodontitis, su conclusion fue que las glandulas salivales
pueden responder a una enfermedad inflamatoria estimulando la produccion de
ciertas proteinas acinares.

Mejia en el 2008, estudié muestras de saliva entera no estimulada de adultos
con enfermedad periodontal y obtuvo un incremento significativo en la concentracion
de proteinas totales en comparacion con el grupo periodontalmente sano,
relacionado a una mayor incorporacién de componentes del suero a través del surco
gingival crevicular durante esta enfermedad.

Miller y col. (2006), reportaron un incremento en la concentracion de
proteinas totales, MMP e IL-1B3, en muestras de saliva entera de individuos con

enfermedad periodontal respecto a controles sanos, lo cual esta relacionado al
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proceso de inflamacion local en la encias, debido a la aparicion de mediadores
proinflamatorios y la incorporacion de proteinas del suero durante el desarrollo de la
enfermedad periodontal.

Nuestros resultados concuerdan con los trabajos anteriores considerando
que la enfermedad periodontal se inicia con la inflamacion local de las encias,
durante este proceso los vasos sanguineos que irrigan el area afectada se ven
dilatados por la liberacibn de mediadores proinflamatorios (interleucinas vy
prostaglandinas), de esta manera la incorporaciéon de componentes del suero como

proteinas y electrolitos en la saliva entera es mayor.

La periodontitis agresiva es una enfermedad multifactorial, el la que se
relaciona con defectos funcionales de LPMN, macréfagos o ambos, que alteran la
atraccion quimiotactica de LPMN hacia el sitio de infeccion o bien su capacidad de
fagocitar microorganismos. Este defecto se refleja en una alta produccion de
compuestos como prostangladinas, interleucinas y metaloproteinasas que
incrementan la pérdida del tejido conectivo y el hueso alveolar del periodonto.
(Newman y col., 2004). En individuos con periodontitis crénica, aunque bien hay una
respuesta inmune fuerte por parte del hlesped ante la presencia de
microorganismos patdgenos, no se ha identificado hasta el momento que estos
pacientes sufran de algun defecto en su sistema inmune, lo cual podria sugerir un
cambio en la concentracion de proteinas en sujetos que presentan periodontitis
agresiva. Sabiendo esto, es probable que se requiera realizar otros estudios en el

gue se pueda evidenciar alguna diferencia entre ambas condiciones.
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En la figura 14 se presenta el primer gel de electroforesis, con cuatro
muestras de saliva de adultos con periodontitis crénica, periodontitis agresiva y
control. Se observé que el patrén de bandas es similar en los cuatro carriles. La
diversidad de proteinas que se encuentran en la saliva de cada individuo no varia en
el tiempo, esto fue demostrado por Bellavia en 1971, quien utilizé en estudios
repetitivos durante un afio muestras de saliva de la glandula parétida provenientes
de un mismo grupo de adultos sanos, a estas muestras se les realizd6 una
electroforesis en gel de poliacrilamida y se observo el mismo patrén de bandas
uniforme con pocas diferencias entre cada individuo. Estas diferencias encontradas
en los geles realizados se refieren a la intensidad de las bandas y a la presencia o

ausencia de algunas de ellas en cada muestra de saliva.

Una vez realizado este primer gel, las bandas fueron caracterizadas de
acuerdo al estandar de masa molecular (kDa) y fueron comparadas con la masa
molecular de proteinas salivales identificadas y reportadas que se encuentran en la

tabla 4:
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Tabla 4. Proteinas salivales identificadas y report  adas

Masa molecular

Proteina KkDa Referencia
Aglutinina 300 Nieuw Amerongen y Veerman,2002
MG2ay MG2b 150-200 Nieuw Amerongen y Veerman,2002
Lactoferrina 80 Schenckels y col., 1995
Lactoperoxidasa 70 Nieuw Amerongen y Veerman,2002
MMP-8 66 Garcia y col., 1998
Albumina 65 Schenckels y col., 1995
a-amilasas 50-55 Schenckels y col., 1995
Argingipaina 44 Garcia y col., 1998
MMP-1 42 Garcia y col., 1998
Quitinasa 40 Nieuw Amerongen y Veerman,2002
PRP glucosilada 37 Schenckels y col., 1995
Calprotectina 36 Garcia y col., 1998
TIMP-1 30 Garcia y col., 1998
PRP-acidica 26 Schenckels y col., 1995
VEGh 20 Nieuw Amerongen y Veerman,2002
Cistatinas 14,4-15 Nieuw Amerongen y Veerman,2002
Lisozima 14 Schenckels y col., 1995
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Haciendo una comparacion entre las bandas de proteinas obtenidas y las ya
identificadas tenemos a las bandas 2 (175 kDa) y 3 (167 kDa), tienen una masa
molecular que podria corresponder a las dos isoformas de la mucina tipo 2 o0 MG2
(150-200 kDa) (Nieuw Amerongen y Veerman, 2002). Esta proteina se adhiere
parcialmente a la superficie del esmalte dentario, su funcién es la agregacion
bacteriana de una amplia variedad de organismos tales como: S sanguis, S. mitis, S.
gordonii, P aeruginosa y Aa (Busch y Borda, 2009). La masa molecular de la banda
6 (75kDa), se aproxima a la masa molecular de la lactoferrina (Schenckels y col.,
1995). La banda 7 (69 kDa) se asemeja a la masa molecular de la albumina
(Schenckels y col., 1995), que se encuentra mas difusa en sujetos con periodontitis
crénica y con periodontitis agresiva en comparacién con el control. La albumina
constituye el 62% de las proteinas totales del suero y su presencia en la saliva es a
través del surco gingival crevicular. Henskens en 1993, reportd elevadas
concentraciones de albimina en pacientes que padecen enfermedad periodontal y
concluye que el incremento en la concentracion de proteinas totales se debe al paso
de grandes cantidades de componentes del suero como la albumina.

En el gel que aparece en la figura 15 se aprecia un patron de bandas similar
entre las tres muestras y hubo una mejor resolucién entre las bandas, que permite
hacer la comparacion del perfil electroforético de las distintas condiciones
periodontales estudiadas.

Se observa que bandas de alta masa molecular no estan presentes o

aparecen poco definidas en los carriles 2 y 3 que corresponden a las muestras de
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los sujetos con periodontitis crénica y periodontitis agresiva, respectivamente. Estas
bandas de alta masa molecular son las bandas 1 (214 kDa), 2 (186 kDa), 3 (177
kDa) y 4 (147 kDa), que se aproximan a la masa molecular de mucinas MG2. Busch
y Borda en el 2009, indica en su estudio que pacientes con enfermedad periodontal
presentan una disminucién en la concentracion salival de MG2, lo cual estaria
asociado a una menor capacidad de defensa de la saliva, ya que las mucinas
interactian con bacterias tales como Aa impidiendo que se adhieran a la mucosa
bucal.

En nuestro caso, la falta de proteinas en esta zona del gel podria deberse a
la accion de proteasas presentes en la muestra de saliva, que al ser descongeladas

varias veces para la realizacion de los geles, pudieron ser activadas.

En la figura 16 se muestra un gel en gradiente al 10-20% con tincién de plata
para las mismas tres muestras empleadas en los geles de las figuras anteriores (14
y 15). Esta tincion de plata se realizd6 porque presenta la ventaja de detectar
pequeias cantidades de proteinas (0,3 ng de proteina) aunque por otra parte tiene
como desventaja que proteinas que estan en grandes cantidades tienden a generar
“fondo” impidiendo observar el patrén de bandas. Sin embargo se pueden observar
diferencias entre las bandas y en su intensidad. En la zona en donde se
encuentran las bandas 4 (85 kDa) y 5 (76 kDa), se pueden apreciar bandas muy
difusas en los carriles de periodontitis crénica y periodontitis agresiva, que no
aparecen en el carril 1 de la muestra control, es probable que alli estén presentes

MMP-2 (72 kDa) y MMP-9 (82 kDa) (Garcia y col., 1998). Estas metaloproteinasas
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de matriz se consideran que son las principales proteinasas que intervienen en la
destruccion del tejido periodontal mediante la degradacion de las moléculas de la
matriz extracelular (Newman y col., 2004). En la zona de la banda 6 (66 kDa) se
observa una mayor intensidad en el carril 2 que corresponden a la muestra con
periodontitis crénica y también en los carriles 3 y 4 de las muestras de individuos
con periodontitis agresiva. En esa zona difusa pueden estar las MMP-8 que
justamente tiene una masa molecular de 66 kDa (Garcia y col., 1998). Esta es una
colagenasa producida por fibroblastos, células epiteliales y macréfagos que degrada
colageno tipo | y se ha encontrado incrementado en saliva de pacientes con
periodontitis crénica (Garcia y col., 1998; Newman y col., 2004). Esto contrasta con
la situacibn encontrada en la periodontitis agresiva, en la que la actividad
colagenasa se debe a las MMP-1 (42 kDa) y la cual puede relacionarse en este gel
con la banda 9 (39 kDa). Quizas las diferencias de MMP se deban a las funciones
alteradas de los neutrdfilos del hospedero y esto subraya mas aln la evidencia de
que en estas diferentes formas de destruccién periodontal actlan mecanismos
variables de dafio tisular (Newman y col., 2004).

Cabe destacar que en esta zona y en la que esta marcada con asterisco (*)
en el gel de la figura 15, se sugiere la aparicion de otra proteina llamada
argingipaina (44 kDa) (Garcia y col.,1998), de origen bacteriano especificamente de
Porphyromonas gingivalis y es capaz de evadir los sistemas de defensa normales
del hospedero, pues no es inhibida por los inhibidores de proteasas enddgenos y
tiene la habilidad de interrumpir las funciones de los PMN por lo que esta proteina

desempefia una funcién fundamental como factor de virulencia en la enfermedad
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periodontal (Garcia y col., 1998). Sin embargo, no se encontré informacion
disponible acerca de estudios realizados sobre esta proteina y su relacion con la
enfermedad periodontal, pero puede asociarse la misma en ambos tipos de
periodontitis.

Continuando con esta zona, puede mencionarse la existencia de una
proteina llamada calprotectina de 36 (kDa), derivada de los granulocitos, detectada
por macrofagos y células epiteliales (Garcia y col.,, 1998). Recientemente se
demostr6 que la calprotectina estda aumentada en niveles considerables en
pacientes con célculo dental, por lo que es de esperar encontrar cantidades
elevadas de esta proteina en pacientes con periodontitis crénica ya que tienen una
mayor acumulacion de calculo dental en comparacién con los pacientes con
periodontitis agresiva. Esta proteina también puede contribuir a la respuesta inmune
en la enfermedad periodontal debido a que posee actividad antimicrobiana contra P.
gingivalis en el epitelio gingival y una accion inhibitoria en el crecimiento de

macrofagos y linfocitos (Simancas, 2009).

En la figura 15, la banda 11 (29,5 kDa) aparece mas intensa y difusa en el
carril de la muestra con periodontitis agresiva (3) en comparacion con las muestras
con periodontitis crénica (2) y control (1), pudiéndose relacionar con TIMP-1 de 30
kDa, inhibidor de proteasas que adquiere relevancia en la enfermedad periodontal
puesto que un desbalance en su concentracion puede desencadenar la destruccion
de los tejidos periodontales por parte de las MMP (Garcia y col., 1998). Esta

proteina parece estar relacionada con la regulacién de las colagenasas durante el
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remodelado histico, inflamacion y cicatrizacion. Ingman y col.,, en 1996,
determinaron la presencia de TIMP-1 en saliva de pacientes con periodontitis
cronica y periodontitis agresiva, encontrando que la concentracion de estos
inhibidores era mas elevada en pacientes con periodontitis agresiva en comparacion
con el grupo de pacientes con periodontitis cronica y el grupo control. Aunque esta
banda no se observa con facilidad en el gel de la figura 16, tal vez debido al fondo
gue pudo haberse generado por la misma tincién, por lo que se recomienda realizar
otros geles que permitan observar esta banda o un patrén de bandas en esta zona

pudiendo ser relacionadas con esta proteina.

En las figura 15 y 16 se observaron proteinas definidas de baja masa
molecular, entre ellas estan las bandas 12, 13, 14 y 15. En la figura 15, en el carril
2, se aprecian bandas de 14 kDa aproximadamente que podrian relacionarse con
las proteinas lisozima (14,5 kDa) (Schenckels y col., 1995) y cistatinas (15 kDa)
(Nieuw Amerongen y Veerman, 2002). Las lisozimas son proteinas que cumplen
una funcién bactericida, clivando enlaces B 1-4 glicosidicos entre el acido muramico
y los residuos N-acetilglucosamina en los peptidoglicanos de la pared celular en las
bacterias (Schenckels y col., 1995).

Las cistatinas son inhibidoras de cistein proteinasas que se encuentran en
varios fluidos biolégicos como el semen, saliva y lagrimas (Schenckels y col., 1995;
Ozmeric, 2004). Henskens en 1996, reportd niveles significativamente altos de
cistatinas en individuos con periodontitis crénica en comparacién con individuos

periodontalmente sanos. Este resultado puede apoyar nuestro estudio, por lo que
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se puede afirmar entonces que esta proteina de baja masa molecular podria ser
cistatina observandose en una banda con mayor intensidad en la muestra de
periodontitis crénica en comparacion con las muestras de periodontitis agresiva y el
control (figuras 15y 16).

La presencia marcada de esta proteina en las muestras de saliva de los
individuos que fueron diagnosticados con enfermedad periodontal se debe a que
durante el proceso inflamatorio en el periodonto los LPMN liberan mediadores
proinflamatorios (citoquinas y prostaglandinas) y enzimas como las catepsinas
(Ozmeric, 2004). Las catepsinas B, H y L son cistein proteinasas que al ser
liberadas por los LPMN no sélo actlian sobre el agente patégeno sino que también
degradan las fibras de colageno en el ligamento periodontal. Como respuesta el
huésped libera a la saliva grandes cantidades de cistatina, con el fin de regular la
accion de estas proteinasas y proteger los tejidos del periodonto. Mejia en el 2008,
en su Trabajo Especial de Grado, realizé geles de acrilamida con muestras de saliva
de pacientes sanos y con periodontitis crénica generalizada e indicé que existen
bandas intensamente tefiidas de aproximadamente 15 kDa en adultos con
periodontitis crénica generalizada, indicando similitud en el tamafio de esta banda
con la proteina cistatina (15 kDa), que puede sugerir una exagerada expresion que
responde a mecanismos de proteccion y regulacion durante los procesos

inflamatorios en la enfermedad periodontal.

Luego de obtener estos resultados se puede decir que a pesar de que el

analisis estadistico de la concentracion de proteinas entre individuos con
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periodontitis crénica y con periodontitis agresiva no demostr6 diferencias
estadisticamente significativas (Tabla 3), en la realizacion del analisis de los perfiles
electroforeticos de ambos casos, se encontraron ligeras diferencias para estas dos
condiciones periodontales. Es importante tomar en cuenta la limitacién que tiene
una electroforesis en una sola dimension (separacion solo por su tamafo), por lo
gue podrian realizarse otros estudios bioquimicos como espectrometria de masas o
electroforesis en 2 dimensiones (donde las proteinas son separadas por su masa
molecular y por su carga) que permitan tener un mayor criterio al momento de

caracterizar y comparar las bandas en esta enfermedad.

Las glucoproteinas salivales tienen una importante funcién en la cavidad
bucal y son pieza clave en el incio de la enfermedad periodontal, ya que a través de
ella ocurre la formacion de la biopelicula dental, que dara paso a todo el proceso
inflamatorio que caracteriza a esta enfermedad. La determinacion de glucoproteinas
en saliva podria ser empleado para la deteccion de la enfermedad periodontal, por
lo que en este estudio se hicieron geles de acrilamida con tincién de acido peryodico
PAS con la finalidad de estudiar posibles diferencias en el patrén de glucoproteinas

en sujetos con periodontitis cronica y periodontitis agresiva.

Las bandas presentes en el gel con tincion de PAS (figura 17), son similares
a las encontradas por Beeley y col., en 1991, en muestras de saliva de la glandula
parotida, a las cuales se les realizd una electroforesis en geles de acrilamida con

tincion de PAS, en el cual se observaron bandas de 69 y 50 kDa y sugieren que
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pertenecen a proteinas PRP altamente glucosiladas que podrian cumplir con
funciones de lubricacion en la cavidad bucal y a la a-amilasa de 66 kDa que
favorece la formacion del bolo alimenticio.

Para este andlisis, se esperaba obtener un mayor nimero de bandas en
cada una de las condiciones periodontales, pues en la saliva estan presentes una
variedad de glucoproteinas como mucinas, lactoferrinas, PRP vy estaterinas.
Probablemente no lograron tefiirse bien el resto de las glucoproteinas presentes con
esta tincién por lo que se recomienda utilizar un método que permita detectar
glucoproteinas, como la adicién de lectinas, tal como propone Beeley en su trabajo,
en 1991.

Como hemos visto, el papel de las proteinas en el desarrollo de la
enfermedad periodontal se resume en actuar como mediadores de expresion de
otras moléculas, cambios en la morfologia celular, activaciéon de células para
secrecion de sustancias y de ésta manera establecer o exacerbar el dafo tisular.
Toda esta evidencia, sugiere que se debe analizar la patologia periodontal y
establecer en la literatura y en la investigacién cientifica y clinica, el papel de las
proteinas expresadas en la periodontitis, como facilitadores de vias de exploracién

de este tipo de enfermedades.
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CONCLUSIONES

Existe una disminucién progresiva de las concentraciones de Ca**, PO%*, vy
proteinas totales de saliva entera no estimulada luego de ser congeladas, por lo
tanto es importante el almacenamiento de las muestras y su analisis en el menor
tiempo posible.

En la determinacién de la concentracién de Ca®* salival no se encontraron
diferencias entre individuos sanos y pacientes con enfermedad periodontal ni
tampoco entre las condiciones de periodontitis crénica 'y periodontitis agresiva.
La concentracion de proteinas totales en saliva es incrementada en pacientes
con enfermedad periodontal con respecto al grupo control, sin embargo no se
encontraron diferencias en la medicién de este parametro en individuos con
periodontitis crénica y periodontitis agresiva.

En el analisis de los perfiles electroforéticos de muestras de saliva de pacientes
con periodontitis cronica y periodontitis agresiva se obtuvo un patron de bandas
similar para cada una de las condiciones. Mostraron similitudes en cuanto a
disminucién de proteinas de 200 kDa y presencia marcada de proteinas de 44
kDa y 65 kDa en comparaciéon con la muestra control. En cuanto a diferencias,
se sugiere una mayor intensidad de proteinas con masas moleculares de 66
kDa, 36 kDa y 14 kDa en periodontitis crénica mientras que en periodontitis
agresiva existe un posible aumento de 42 kDa y 30 kDa.

El perfil electroforético de glucoproteinas permitié distinguir muy pocas bandas,
de proteinas de 60 kDa que aparecen mas intensas en periodontitis cronica en

comparacién con periodontitis agresiva.
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ANEXO 1

CONSENTIMIENTO INFORMADO

PARA DONACION DE SALIVA
PARA ESTUDIO CIENTIFICO EN ENFERMEDAD PERIODONTAL

FORMATO PARA EL DONANTE

Yo (Nombre) identificado con CI
mayor de edad he sido informado(a) sobre el estudio de la Enfermedad
Periodontal que se esté realizando, y estoy de acuerdo en proporcionar, en forma voluntaria
y sin ninguna presion o induccién, una o varias muestras de saliva, para estudiarla
cientificamente y analizar los componentes de la misma y conocer mejor la Enfermedad
Periodontal en nuestro pais.

He comprendido el método para coleccionar la muestra de saliva y lo haré siguiendo las
instrucciones dadas por el (la) odontélogo (a) y la proporcionaré el dia y la hora cuando
venga a la consulta.

He sido informado que la donacion de saliva no implica riesgo alguno para mi salud ni para
mi privacidad.

Tengo entendido que puedo terminar mi participacion como donante en cualquier
momento, notificandole al odontélogo (a) y acepto que puedo ser excluido como donante del
programa en cualquier momento.

En tales condiciones consiento donar una o varias muestras de saliva para ser utilizadas en
el proyecto de investigacion.

Caracas
Nombre
Firma:
FORMATO PARA PERSONA QUE OBTIENE EL CONSENTIMIENTO
He explicado al paciente: la naturaleza y objetivo

del Estudio y que la donacién voluntaria de una muestra de saliva no constituye ningan
riesgo para el paciente. He contestado y contestaré sus preguntas a mi mejor entender y le
entregado una copia donde se explica el Estudio sobre componentes de la saliva que se
est4 realizando.

Investigador (a): Odontologo (a)
Dra. M. Valentina Salas Dra.
ucv Clinica Odontolégica
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ANEXO 2

Instrumento de recoleccién de datos de los individu 0s para la toma de
muestras de saliva

N° de Nombre Edad Sexo Diagndstico
Muestra




